Influência de polimorfismos nos genes FcγRIIa, CD209, VDR, TNF-α, IL-4, IL-6 e INF-γ na persistência de sintomas clínicos da dengue na fase de covalescença by Dettogni, Raquel Spinassé
 
 
 
RENORBIO 
Programa de Pós-graduação em Biotecnologia 
 
 
 
 
 
Influência de polimorfismos nos genes FcγRIIa, CD209, VDR, TNF-α, IL-4, 
IL-6 e INF-γ na persistência de sintomas clínicos da dengue na fase de 
covalescença 
 
 
 
Raquel Spinassé Dettogni 
 
 
 
 
 
Vitória-ES 
2015 
 
 
RAQUEL SPINASSÉ DETTOGNI 
 
Influência de polimorfismos nos genes FcγRIIa, CD209, VDR, TNF-α, 
IL-4, IL-6 e INF-γ na persistência de sintomas clínicos da dengue na 
fase de convalescença 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Vitória 
2015 
Tese apresentada ao Programa de 
Pós-graduação em Biotecnologia da 
Rede Nordeste de Biotecnologia 
(RENORBIO) do Ponto Focal 
Espírito Santo da Universidade 
Federal do Espírito Santo, como 
requisito parcial para obtenção do 
título de Doutor em Biotecnologia.  
 
Orientador: Prof. Dr. Iúri Drumond 
Louro 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dados Internacionais de Catalogação-na-publicação (CIP) 
(Biblioteca Central da Universidade Federal do Espírito Santo, ES, Brasil) 
  
 Dettogni, Raquel Spinassé, 1985-  
D479i Influência de polimorfismos nos genes FcγRIIa, CD209, VDR, 
TNF-α, IL-4, IL-6 e INF-γ na persistência de sintomas clínicos da 
dengue na fase de covalescença / Raquel Spinassé Dettogni – 2015. 
 208 f. : il.      
  
 Orientador: Iúri Drumond Louro.  
 Tese (Doutorado em Biotecnologia) – Universidade Federal do 
Espírito Santo, Centro de Ciências da Saúde. 
  
 1. Espírito Santo – Brasil. 2. Sistema Imunológico.                         
3. Dengue . I. Louro, Iúri Drumond. II. Universidade Federal do Espírito 
Santo. Centro de Ciências da Saúde. III. Título. 
  
 CDU: 61 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
À minha mãe, que sempre me apoiou com amor, dedico. 
 
AGRADECIMENTOS 
 
À toda minha família, em especial à minha mãe Rosa, pelo seu amor incondicional e 
apoio em todos os momentos.  
 
Ao meu pai, pelo que representou para mim. 
 
À minha irmã Renata por toda ajuda e carinho.  
 
Ao meu marido Mauro, por todo amor, companheirismo, ajuda e principalmente, pela 
paciência e incentivo.  
 
Às minhas primas (Francine, Cristiane e Isabela) e amigas queridas (Cynara, Aline, 
Flávia e Jéssica), pelo carinho de sempre e inúmeros momentos de distração! 
 
Aos meus sobrinhos Rebeca, Rafael e Lucas pela felicidade que me trouxeram. 
 
Ao meu orientador Prof. Dr. Iúri Drumond Louro, por me orientar desde a iniciação 
científica com dedicação, ética e confiança e por enriquecer minha vida acadêmica com 
seus ensinamentos; sempre irei admirá-lo e agradecê-lo! 
 
Ao Dr. Ricardo Tristão Sá, médico infectologista, pela preciosa ajuda e por ter 
contribuído com minhas coletas. 
 
À Denise Carramanhos, coordenadora da Vigilância Epidemiológica da Secretaria 
Municipal de Saúde de Cariacica, pela ajuda nas minhas coletas. 
 
 
 
Aos funcionários Amanda, da Unidade de Saúde de Porto de Santana, Geraldo, do 
Pronto Atendimento de Itacibá e Elizeth da Unidade de Saúde de Jardim América por 
gentilmente tornarem possíveis as minhas coletas.  
 
Ao biólogo Leandro, funcionário da Vigilância Epidemiológica de Cariacida, pela alegria 
e disposição ao me ajudar. 
 
Aos membros da banca examinadora, pela disposição e paciência em analisar este 
trabalho.  
 
Aos colegas de doutorado por experimentarem comigo esses quarto anos de pós-
graduação, em especial à Clara Barbirato, por ter vivido comigo e me ajudado na 
correria e desespero do final do nosso doutorado. 
 
Aos companheiros e ex-companheiros de laboratório, em especial Elda, Clara, Thaís, 
Mariana, Marcelo, Melissa, Elaine, Lidiane, Lyvia, Geise, Daniela, Victor, Vitor, Gabriela, 
Lucas, Fernanda, Jéssica e Quézia, por sempre me ajudarem com inteligência e 
paciência, por terem me proporcionado momentos de distração e por todo 
companheirismo. A amizade de vocês será inesquecível! Tenho um agradecimento 
especial ao Marcelo dos Santos, pela fundamental ajuda em toda a estatística. Sem ele 
eu não conseguiria ter meus resultados; à Thaís Tristão Tovar pela imensa ajuda com 
relação a tudo que envolveu os pacientes saudáveis que participaram do meu estudo; e 
à Melissa de Freitas Cordeiro-Silva pelo empréstimo das suas pipetas novinhas, sem as 
quais minha parte prática do trabalho teria sido prejudicada! 
 
Aos indivíduos saudáveis que participaram do estudo, por permitirem a coleta das 
amostras de sangue e aos pacientes, que além de permitirem a coleta da amostra de 
sangue, generosamente contribuíram com o seguimento do estudo por sessenta dias. 
Meus sinceros agradecimentos. 
 
 
 
Ao Laboratório de Estatística da UFES (LESTAT), em especial à Franciane Figueiredo 
da Silva pela paciência, atenção e ajuda. 
 
Aos funcionários do Departamento de Ciências Biológicas e do Programa de Pós-
graduação em Biotecnologia do Ponto focal da Universidade Federal do Espírito Santo, 
muito obrigada pela atenção e ajuda na resolução dos assuntos burocráticos. 
 
À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES), pela bolsa 
de estudo nos primeiros meses do doutorado. 
 
À Fundação de Amparo à Ciência e Tecnologia do Espírito Santo (FAPES), pela bolsa 
de estudo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 “A ciência nunca resolve um problema sem criar pelo menos outros dez.” 
 
George Bernard Shaw 
ESTRUTURA DA TESE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esta tese é apresentada em formato de Artigo Científico. 
As listas de figuras, tabelas, siglas e abreviaturas contêm as ilustrações, tabelas e 
siglas e abreviaturas apresentadas na introdução e revisão bibliográfica deste trabalho. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESUMO 
Diferenças na susceptibilidade do hospedeiro à infecção, na gravidade e na 
permanência do quadro clínico da doença podem ser atribuídas, em parte, às variações 
da resposta imune. Estas variações são associadas a polimorfismos de nucleotídeo 
único (do inglês: single nucleotide polymorphisms - SNPs). Como estudo prévio, foi 
realizada a caracterização da população geral do Espírito Santo (ES) - Brasil e de uma 
subpopulação do estado, de origem Pomerana, quanto aos SNPs -131 H/R, -336 A/G, 
TaqI, -308 A/G, -590 C/T, -174 G/C e +874 A/T nos genes FcγRIIa, CD209, VDR, TNF-
α, IL-4, IL-6 e INF-γ, respectivamente. Cem indivíduos da Grande Vitória representaram 
a população geral do ES e 59 indivíduos de Santa Maria de Jetibá representaram a 
população de origem Pomerana. Como a fase aguda da dengue é bem caracterizada, 
este estudo objetivou ampliar o conhecimento da fase de convalescença. Noventa e 
seis indivíduos diagnosticados com dengue sintomática no final de 2012 e início de 
2013, no ES, foram acompanhados por 60 dias a partir do início dos sintomas por meio 
do preenchimento de um questionário clínico e epidemiológico em quatro entrevistas. A 
persistência de 37 sintomas clínicos da dengue foi avaliada. Para analisar a influência 
da genética do sistema imunológico do hospedeiro na persistência de sintomas clínicos 
da dengue na fase de convalescença, foi determinada a associação entre os sete 
SNPs, para os quais a população do ES foi caracterizada, e a persistência de sintomas. 
O DNA genômico dos participantes do estudo foi extraído do sangue periférico e a 
genotipagem dos SNPs foi realizada por reação em cadeia da polimerase - 
polimorfismo de comprimento de fragmento de restrição (do inglês: polymerase chain 
reaction - restriction fragment length polymorphism - PCR-RFLP) As frequências 
genotípicas de todos os SNPs encontraram-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg (do 
inglês: Hardy-Weinberg equilibrium - HWE), com exceção do SNP no gene IL-6. Não 
houve diferença estatisticamente significante nas frequências genotípicas dos SNPs 
nos genes FcγRIIa, CD209, VDR, TNF-α e IL-4 entre as duas populações. Diferença 
 
 
estatisticamente significante foi encontrada entre as duas populações nas distribuições 
genotípicas dos SNPs nos genes IL-6 (p = 0,03) e INF-γ (p = 0,007). Trinta e sessenta 
dias após o início dos sintomas, 38,5% e 11,5% dos indivíduos com dengue sintomática 
reportaram ter pelo menos um sintoma clínico da dengue, respectivamente. Dos 
sintomas analisados, os mais persistentes foram os relacionados à síndrome da fadiga 
como mialgia, artralgia, astenia e mal-estar, sendo a mialgia o mais frequente.  A 
persistência de sintomas em 30 dias foi associada ao gênero feminino (p = 0,044) e a 
persistência de sintomas constitucionais foi associada à dengue secundária (p = 0,041). 
O SNP no gene FcγRIIa, foi associado à persistência de sintomas em 30 dias, no 
subgrupo de indivíduos com dengue secundária (p = 0,046), sendo a presença do alelo 
H  associada à não persistência de sintomas (p = 0,014). A presença do alelo A do SNP 
no gene TNF-α foi associada à não persistência de sintomas no subgrupo de indivíduos 
com dengue secundária (p = 0,025), sendo o genótipo GG associado à persistência de 
sintomas neurológicos, psicológicos e comportamentais em 30 dias (p = 0,038). A 
presença do alelo C do SNP no gene IL-6 foi associado à persistência de sintomas 
dermatológicos em 30 dias (p = 0,005). O perfil genético desses SNPs pode favorecer o 
estabelecimento de marcadores imunogenéticos associados à fase convalescente da 
infecção pelo vírus da dengue (do inglês: dengue virus - DENV).  
 
Palavras-chave: Espírito Santo-Brasil. SNP. Sistema Imune. Receptores. Citocinas. 
Dengue. Persistência de sintomas. 
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ABSTRACT 
Differences in host susceptibility to infection, in the severity and permanence of the 
clinical picture of disease can be attributed, in part, to variations in the immune 
response. These variations are associated with single nucleotide polymorphisms 
(SNPs). As a previous study, the characterization of the general population of the 
Espírito Santo (ES)-Brazil and of a subpopulation of the state, of pomeranian origin, was 
performed as the SNPs -131 H/R, -336 A/G, TaqI, -308 A/G, -590 T/C, -174 G/C and 
+874 A/T in FcγRIIa, CD209, VDR, TNF-α, IL-4, IL-6 and IFN-γ genes, respectively. One 
hundred individuals of the Grande Vitória represented the general population of ES and 
59 individuals of Santa Maria de Jetibá represented the population of Pomeranian origin. 
As the acute phase of dengue is well characterized, this study aimed to expand the 
knowledge of the phase of convalescence. Ninety-six individuals diagnosed with 
symptomatic dengue in late 2012 and early 2013, in ES, were followed for 60 days from 
the onset of symptoms by completing a clinical and epidemiological questionnaire in four 
interviews. The persistence of 37 clinical symptoms of dengue was assessed. To 
analyze the influence of the genetics of the host immune system in the persistence of 
clinical symptoms of dengue in the convalescent phase, the association between seven 
SNPs, for which the population of ES was characterized, and the persistence of 
symptoms was determined. Genomic DNA of study participants was extracted from 
peripheral blood and genotyping of SNPs was performed by polymerase chain reaction - 
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP). The genotype frequencies of all 
SNPs were found in Hardy-Weinberg equilibrium (HWE), except for the SNP in the IL-6 
gene. There was no statistically significant difference in genotype frequencies of SNPs 
in FcγRIIa, CD209, VDR, TNF-α and IL-4 genes between the two populations. A 
statistically significant difference was found between the two populations in the 
genotypic distributions of SNPs in IL-6 (p = 0.03) and INF-γ (p = 0.007) genes. Thirty 
and sixty days after the onset of symptoms, 38.5% and 11.5% of symptomatic patients 
 
 
with dengue reported having at least one clinical symptom of dengue, respectively. 
Symptoms among, the most persistent were related to fatigue syndrome as myalgia, 
arthralgia, asthenia and malaise, myalgia being the most frequent. The persistence of 
symptoms at 30 days was associated with female gender (p = 0.044) and persistent 
constitutional symptoms was associated with secondary dengue (p = 0.041). FcγRIIa 
gene SNP, was associated with persistent symptoms at 30 days in the subgroup of 
patients with secondary dengue (p = 0.046), and presence of the H allele was 
associated with non-persistence of symptoms (p = 0.014). The presence of the A allele 
in the TNF-α gene SNP was associated with non-persistence of symptoms in the 
subgroup of patients with secondary dengue (p = 0.025), with the GG genotype 
associated with persistent neurological, psychological and behavioral symptoms in 30 
days (p = 0.038). The presence of the C allele in the IL-6 gene SNP was associated with 
persistent dermatological symptoms at 30 days (p = 0.005). Genetic profiling of these 
SNPs may favor the establishment of immunogenetic markers associated with the 
convalescent infection phase by the dengue virus (DENV).  
 
Keywords: Espirito Santo-Brazil. SNP. Immune System. Receptors. Cytokines. Dengue. 
Persistent symptoms. 
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1 INTRODUÇÂO 
 
Evidências disponíveis demonstram que, além do fator viral, fatores genéticos e 
imunológicos do hospedeiro são correlacionados com a patogênese de várias doenças 
infecciosas (GUBLER, 1998). Diferenças na susceptibilidade do hospedeiro à infecção, 
na gravidade da infecção e na permanência do quadro clínico podem ser atribuídas, em 
parte, às variações da resposta imune. Estas variações são associadas a diversos 
SNPs (CHATURVEDI, 2006). SNPs podem ter influência na expressão gênica e na 
estrutura e função das proteínas codificadas pelos genes aos quais pertencem, de 
modo a promover variabilidade na resposta imune entre indivíduos. A presença de 
certos alelos pode contribuir para a susceptibilidade ou resistência do hospedeiro a 
várias infecções (AUCAN et al., 2000; LOKE et al., 2002; YEE et al., 2000), assim como 
pode influenciar na gravidade das doenças infecciosas e na permanência dos sintomas 
de uma infecção (GARCÍA et al., 2011; HARAPAN et al., 2013). 
A caracterização de diferentes populações para SNPs em genes que atuam no 
sistema imune tem uma importante aplicação: serve como referência para estudos de 
associação dos SNPs com as características de doenças infecciosas. Como as 
frequências alélica e genotípica dos SNPs podem diferir entre populações, a 
caracterização de uma população para esses SNPs é essencial como estudo prévio ao 
estudo de associação nessa população. Isso permitirá a adequada interpretação do 
segundo estudo, o qual poderá ser analisado já se levando em consideração as 
frequências alélica e genotípica dos SNPs características da população em questão 
(PETZL-ERLER,1999).   
Nesse sentido, este estudo objetivou caracterizar as populações geral e 
Pomerana do ES quanto às frequências alélica e genotípica de SNPs em sete genes 
envolvidos na resposta imune (genes FcγRIIa, CD209, VDR, TNF-α, IL-4, IL-6 e INF-γ) 
a diversas infecções, em especial à dengue. 
No final do último século muitas doenças infecciosas tornaram-se frequentes, 
sendo a dengue uma das mais preocupantes (GUZMÁN; KOURI, 2002). A dengue é a 
arbovirose humana mais importante em termos de morbidade e mortalidade. Esta 
doença se apresenta como um sério problema de saúde pública no mundo, 
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especialmente nas regiões tropicais e subtropicais, onde as condições ambientais 
favorecem a proliferação dos seus vetores, os mosquitos do gênero Aedes (WHO, 
2012). Aproximadamente 40% da população mundial se encontram em áreas de risco 
com possibilidade de adquirir a doença, representando 2,5 bilhões de pessoas a cada 
ano. Destas, estima-se que 500.000/ano desenvolvam o quadro de dengue grave 
necessitando de hospitalização e aproximadamente 2,5% evoluem a óbito (WHO, 
2012).  
Essa arbovirose é uma das infecções de interesse nos estudos devido ao seu 
relevante impacto econômico na saúde pública. O gasto médio por indivíduo foi 
estimado em 514 dólares para pacientes ambulatoriais e 1394 dólares para pacientes 
hospitalizados em vários países, inclusive no Brasil (SUAYA et al., 2009). Essa 
estimativa, feita por Suaya et al. (2009), não inclui gastos com vigilância epidemiológica 
e combate ao vetor, o que aumentaria ainda mais o custo. Na maioria dos casos, a 
infecção é autolimitada e dura cerca de 14 dias (HALSTEAD, 2007). No entanto, 
estudos demonstram sintomas persistentes a longo prazo (FINSTERER; KONGCHAN, 
2006; GARCÍA et al., 2011; LIM; GOH, 2005; SEET; QUEK; LIM, 2007; TEIXEIRA et al., 
2010), o que aumenta os prejuízos econômicos e de qualidade de vida dos pacientes. 
As manifestações clínicas da dengue na fase aguda são bem conhecidas e 
caracterizadas e poucos estudos recentes têm correlacionado a genética do indivíduo 
infectado com a proteção e/ou susceptibilidade à dengue. Por outro lado, os sintomas 
clínicos na fase de convalescença da infecção ainda são pouco caracterizados e raros 
são os estudos que associam a genética do hospedeiro com a presença de sintomas 
clínicos persistentes.  
Considerando essas informações, esse estudo também objetivou determinar as 
frequências alélica e genotípica dos 7 genes, para os quais a população do ES foi 
caracterizada, em pacientes com dengue sintomática e associar a genética do sistema 
imune com a presença de sintomas clínicos após a fase aguda da dengue.  
As características genéticas imunológicas associadas à persistência de sintomas 
clínicos poderão ser usadas como marcadores, ou seja, poderá ajudar a se determinar 
grupos de risco numa população exposta à dengue e a disponibilizar dados que 
poderão servir de alerta. Com esses dados, espera-se melhorar o manejo clínico da 
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doença e, consequentemente, a qualidade de vida dos pacientes. Essa associação 
pode também ter consequências importantes no desenvolvimento de profilaxias e 
terapêuticas contra a infecção pelo DENV. A resposta do hospedeiro aos 
medicamentos e às vacinas, em termos de eficiência e segurança, podem depender do 
genótipo dos pacientes e os SNPs caracterizados podem ser usados como novos 
marcadores na produção dessas terapias. Assim, a otimização da terapêutica futura 
contra a dengue pode ser beneficiada com os dados desse estudo e os resultados 
poderão ser considerados na transferência de drogas do laboratório para o uso clínico.  
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
 Caracterizar as populações geral e de origem Pomerana do ES quanto a SNPs 
em três genes que codificam importantes receptores do sistema imunológico 
(genes FcγRIIa, CD209 e VDR) e em quatro genes que codificam citocinas 
(genes TNF-α, IL-4, IL-6 e INF-γ). 
 Avaliar a presença de 37 sintomas clínicos da dengue em pacientes com dengue 
sintomática em um período de dois meses após o início da infecção e associar 
os SNPs nos genes FcγRIIa, CD209, VDR, TNF-α, IL-4, IL-6 e INF-γ com a 
persistência dos sintomas clínicos na fase de convalescença da dengue. 
 
 
2.1.1 Objetivos específicos 
 
 Estabelecer as frequências alélica e genotípica dos SNPs -131 H/R, -336 A/G, 
TaqI, -308 A/G, -590 C/T, -174 G/C e +874 A/T nos genes FcγRIIa, CD209, 
VDR, TNF-α, IL-4, IL-6 e INF-γ, respectivamente, nas populações geral e de 
origem Pomerana do ES. 
 Verificar a diferença das frequências alélica e genotípica dos sete SNPs entre as 
duas populações do ES. 
 Acompanhar pacientes com dengue sintomática durante dois meses após o 
início dos sintomas e avaliar a duração de 37 sinais e sintomas clínicos da 
dengue. 
 Determinar a prevalência da persistência dos sintomas clínicos da dengue na 
fase de convalescença. 
 Verificar a relação das variáveis gênero, infecção secundária ou primária e 
medicamento usado na fase aguda com a persistência dos sintomas clínicos da 
dengue na fase de convalescença. 
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 Estabelecer as frequências alélica e genotípica de SNPs nos genes FcγRIIa, 
CD209, VDR, TNF-α, IL-4, IL-6 e INF-γ nos pacientes acompanhados. 
 Associar os genótipos e alelos dos sete SNPs com a persistência de sintomas 
clínicos da dengue e assim, buscar avaliar o papel da genética do sistema imune 
na ocorrência de sintomas clínicos da dengue na fase de convalescença. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1 A DENGUE 
 
A dengue é endêmica nas Américas, sudeste da Ásia, Pacífico Ocidental, Índia, 
Paquistão, Austrália, África e partes do Oriente Médio, sendo as três primeiras regiões 
as mais acometidas (GUZMÁN et al.,  2002). Essa doença é a arbovirose humana que 
apresenta as maiores taxa de morte e morbidade no mundo (DOS SANTOS et al., 
2002; HALSTEAD, 1992) e é considerada um problema reemergente da saúde pública. 
A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que acima de 100 milhões de casos 
com 20 mil mortes acontecem por ano devido à infecção pelo DENV. A verdadeira 
incidência, porém, não é bem conhecida (CHINNAWIROTPISAN et al.,  2008; 
GUBLER, 1998; GUBLER; MELTZER, 1999; WHO, 2003). 
A infecção pelo DENV pode ser subclínica ou causar doenças que variam de 
uma síndrome leve gripal com dores de cabeça a uma doença grave e por vezes fatal 
(LEITMEYER et al., 1999). 
Os surtos de dengue são causados por quatro sorotipos do vírus DENV 
antigenicamente distintos, denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (CHEN 
et al., 2008; LEITMEYER et al., 1999), os quais podem circular isolados ou em conjunto 
numa mesma região demográfica. Cada um desses sorotipos possui várias cepas 
diferentes difundidas na mesma região ou em diferentes partes do mundo. As 
epidemias podem ser ocasionadas por um único sorotipo (hipoendemicidade) ou por 
múltiplos sorotipos (hiperendemicidade), o que é mais frequente (GUBLER; CLARCK, 
1995).  
Vários fatores estão diretamente relacionados à emergência e reemergência da 
dengue: a urbanização desordenada, a alta densidade demográfica, condições 
climáticas favoráveis ao estabelecimento do vetor, o aumento das viagens aéreas e a 
inexistência de um controle efetivo do mosquito vetor (GUBLER, 1997; GUBLER; 
CLARCK, 1995; GUZMÁN et al., 2002). Essa doença pode ocorrer em qualquer 
localidade onde o vírus esteja presente e haja indivíduos susceptíveis, sendo a rota dos 
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transportes a via de disseminação do vírus entre os países, aparecendo primeiro nas 
cidades portuárias (GUBLER, 1997, 2002). 
Apesar de a dengue ser uma doença bem pesquisada, uma vacina preventiva 
eficaz ainda não está disponível. Do mesmo modo, ainda não se pode contar com 
terapêutica etiológica e quimioprofilaxia efetivas (TAUIL, 2002). As medidas de controle 
e prevenção da doença permanecem focadas no agente transmissor, evidenciando a 
necessidade do desenvolvimento de estratégias contra o vírus. 
 
 
3.1.1 Histórico da dengue 
 
A dengue tem sido descrita desde 1779-1780 em três continentes (América do 
Norte, Ásia e África), no entanto há relatos de que uma enfermidade semelhante 
ocorreu em momentos anteriores em vários países, incluindo registros na enciclopédia 
chinesa publicada durante a Dinastia Chinesa (265-420 A.D) (GUBLER, 2006; 
HIRSCH, 1883). Na enciclopédia, a dengue foi chamada de “água envenenada” 
pensando-se estar associada a insetos que sobrevoavam águas poluídas (HENKAL; 
PUTNAK, 1990). Ao longo do tempo, recebeu os mais variados nomes conforme o país 
ou a região considerada, como “febre da china” na Ásia, “bohou” na Oceania, “febre 
quebra-ossos” nos Estados Unidos, “colorado” nas colônias espanholas, “dandy fever” 
nas colônias inglesas, “dengue” nas Antilhas, “polca” no Rio de Janeiro (RJ) e “patuléia” 
na Bahia (BA) (GUBLER, 1998). A palavra “dengue” é de origem hispano-caribenha e é 
usada desde 1827 para identificar síndromes febris epidêmicas (GUBLER, 1997). 
O sucesso do estabelecimento do DENV no ciclo urbano foi, principalmente, 
devido à expansão do mosquito vetor africano Aedes aegypti, à associação deste aos 
humanos e à eficiência dessa espécie na transmissão do DENV (GUBLER, 1997). A 
partir do século XVII, o A. aegypti foi levado para os demais continentes pelo transporte 
de escravos oriundos da África e as epidemias de dengue tornaram-se mais frequentes 
e disseminadas. É provável que antes do século XVIII a dengue já apresentasse uma 
ampla distribuição geográfica. Porém, por muito tempo essa doença foi considerada 
benigna, com epidemias maiores ocorrendo apenas em intervalos de 10 a 40 anos, 
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principalmente porque o vírus e o mosquito vetor só poderiam ser transportados entre 
locais distantes por navios a vela (GUBLER; CLARCK, 1995). Após a Segunda Guerra 
Mundial, houve a expansão demográfica do vetor e, consequentemente, do vírus, 
estabelecendo a pandemia que persiste até hoje (GUBLER, 1997).  
Além do aumento da forma clássica da patogenia, a febre da dengue (do inglês: 
Dengue Fever - DF), no século XX ocorreram epidemias com a forma mais severa da 
doença, a febre da dengue hemorrágica/síndrome de choque da dengue (do inglês: 
Dengue Haemorrhagic Fever/Dengue Shock Syndrome - DHF/DSS). A primeira 
epidemia com DHF/DSS ocorreu em 1953/1954 nas Filipinas, expandindo rapidamente 
para vários países asiáticos e ilhas do Pacífico (WHO, 1997). Durante a década de 70, 
a DHF tornou-se a principal causa de hospitalização e morte em crianças da Ásia 
(WHO, 1997) e nas décadas seguintes, estas epidemias passaram a ocorrer em 
diversos países.  
A expansão da dengue por toda a Ásia e Pacífico Sul está sendo repetida nas 
Américas (GUBLER, 1998). Antes da década de 1950, as pessoas estavam 
normalmente expostas a uma única cepa viral e as epidemias eram raras e 
autolimitadas. No entanto, a dispersão geográfica do mosquito vetor, o crescimento da 
densidade populacional e as viagens globais alteraram substancialmente o panorama 
epidemiológico da dengue (GUBLER, 1998). Agora a doença infecta, anualmente, um 
grande número de pessoas em todo o mundo (WHO, 1999), com exposição a dois ou 
mais sorotipos do DENV simultaneamente, resultando em frequentes epidemias de 
grande escala e maiores números de casos de DHF/DSS (GUBLER, 1998). 
Nos últimos 50 anos, a incidência de dengue apresentou um aumento 
considerável (MACKENZIE; GUBLER; PETERSEN, 2004) e a cada década o número 
anual de casos da doença reportados pela OMS cresce exponencialmente.  
 
 
3.1.2 Dengue no Brasil 
 
O Brasil é o maior país da América do Sul, possui uma área de 8.512.000 km², 
clima predominantemente tropical e grande cobertura de florestas chuvosas (SESA, 
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2010). O clima e a grande diversidade de flora e fauna tornam o País adequado à 
dispersão de doenças causadas por arbovírus. Grande parte da população de, 
aproximadamente, 184 milhões de habitantes (IBGE, 2007), vive em áreas urbanas das 
grandes cidades nas regiões sudeste e nordeste, onde há infestação pelo mosquito A. 
aegypti. 
O histórico de dengue no Brasil iniciou-se em 1946, com registro de surtos nos 
estados do RJ, BA, Pernambuco e em outras localidades do País. A doença foi 
denominada polka devido à aparência dos enfermos ser relacionada com a dança da 
época (FIGUEIREDO, 1996).  
Oswaldo Cruz, em 1904, iniciou a erradicação do A. aegypti no RJ e após o 
apoio da Fundação Rockefeller, sua campanha obteve sucesso e o mosquito foi 
erradicado do País em 1957. Em 1967 houve a reintrodução do A. aegypti, o qual foi 
novamente eliminado em 1973 e, finalmente, reintroduzido para iniciar a reocupação 
em 1976 (FIGUEIREDO, 1996; PENNA, 2003).  
Em 1986, houve a introdução do DENV-1 no RJ (FIGUEIREDO; FONSECA, 
1996; SCHATZMAR; NOGUEIRA; TRAVASSOS DA ROSA, 1986), iniciando um 
processo de intensa circulação viral nos grandes centros urbanos, com epidemias que 
foram se expandindo para todas as regiões brasileiras. 
Em abril de 1990, o DENV-2 foi isolado em Niterói, RJ (NOGUEIRA et al., 1990). 
A circulação simultânea do DENV-1 e do DENV-2 resultou no aparecimento dos 
primeiros casos de DHF no Brasil, embora casos fatais tenham sido identificados já 
durante a epidemia ocorrida em 1986 (NOGUEIRA et al., 1999; ZAGNE et al., 1994). A 
partir de 1994, a rápida dispersão do vetor em grande extensão territorial propiciou a 
circulação viral em um maior número de estados e municípios, expondo novas 
populações às infecções. Nesta década, mesmo em anos não epidêmicos, as políticas 
adotadas para a erradicação do vetor não foram eficazes e a doença registrou uma 
ocorrência de dezenas de milhares de casos por ano (MS, 1999). 
Em 1998, o DENV-3 foi identificado em um caso isolado em São Paulo 
(ROCCO; KAVAKAMA; SANTOS, 2001), sendo novamente isolado em 2000 no RJ. No 
ano de 2002 ocorreu o último pico epidêmico, com a mais grave epidemia de dengue já 
ocorrida no Brasil. A dispersão do sorotipo 3 para os demais estados tem 
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proporcionado, desde então, o surgimento de surtos e epidemias graves, mas que, no 
entanto, ainda não atingiram os níveis de 2002 (VAUNGH et al., 2000).  
Da década de 80 a 2009, o Brasil permaneceu livre do DENV-4, mas os riscos 
de uma repentina introdução tornaram-se cada vez maiores, devido ao índice de 
turismo no País e à existência de uma frágil fronteira com locais onde já predomina a 
circulação dos quatro sorotipos. Em agosto de 2010, o Instituto Evandro Chagas (IEC), 
vinculado ao Ministério da Saúde (MS), confirmou casos de DENV-4 em Roraima, 
Paraná. Segundo informações disponibilizadas pelas Secretarias Estaduais de Saúde, 
o monitoramento da circulação viral demonstra: em 2009 e 2010 o isolamento dos 
sorotipos 1, 2 e 3 em diversos estados, com predomínio do sorotipo 1; em 2011 a 
cocirculação dos 4 sorotipos com predomínio dos 1 e 2; em 2012 a cocirculação dos 
sorotipos 1, 2 e 4 com predomínio do 4 e em 2013 a cocirculação dos 4 sorotipos com 
predomínio do 4 (Figura 1). Atualmente, o vetor e o vírus da dengue encontram-se 
disseminados em grande parte do território brasileiro e o País contribui com mais de 
80% dos casos registrados nas Américas (Figura 2). 
 
 
Figura 1. Distribuição espacial por sorotipo circulante do vírus da dengue (DENV) isolado, Brasil, 2013. 
Fonte: Coordenação Geral de Laboratórios da Saúde Pública/Departamento de Vigilância das Doenças 
Transmissíveis/Secretaria de Vigilância em Saúde/Ministério da Saúde - CGLAB/DEVIT/SVS/MS. 
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Figura 2. Incidência de Dengue, por Município, Brasil, 2013.  
Fonte: Secretaria Estadual de Saúde/Sistema de Notificação de Agravos de Notificação - SES/SINAN 
NET-SINAN ONLINE. 
 
 
3.1.3 Dengue no Espírito Santo  
 
O ES possui 78 municípios e uma população acima de 3,5 milhões de habitantes 
(IBGE, 2007). Desses municípios, 59 apresentam infestação por dengue, 
representando 90% da população capixaba.  No ES, o A. aegypti encontrou condições 
excepcionais para a sua reprodução e está presente pelo menos desde 1990, quando 
foi registrada a sua presença através de levantamentos entomológicos realizados pelo 
Núcleo de Entomologia e Malacologia do Espírito Santo e pela Secretaria de Estado da 
Saúde (NEMES/SESA). Neste ano, o mosquito foi encontrado em 16 municípios do 
Estado e, a partir de então, sua dispersão ocorreu de forma crescente, com maior 
velocidade a partir de 1995, ano no qual houve o registro dos primeiros casos de 
dengue no ES (SESA, 2010). 
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Houve a formação de três ondas epidêmicas no Estado: a primeira de 1995 a 
1998, a segunda de 1999 a 2003, e a terceira onda de 2004 até 2011. A última onda se 
expande por mais anos, em comparação com as duas primeiras que foram de quatro 
anos cada. Nota-se em 2012 e 2013 o que se configura no início de uma quarta onda 
epidêmica (Figura 3). 
 
 
Figura 3. Casos notificados de dengue no ES, 1995-2013*. 
*Casos notificados até a 13º semana. 
Fonte: Secretaria de Estado da Saúde - SESA (2013). 
 
Em 2013 o ES esteve em terceiro lugar na lista dos estados com maior 
incidência de dengue no Brasil, totalizando uma incidência de 981,05/100.000 
habitantes, a qual é considerada alta pelos critérios do Programa Nacional de Controle 
da Dengue. Nesse ano houve um aumento de 493,37% dos casos de dengue do ES 
em comparação com 2012, ano em que a incidência de dengue foi de 455,85/100.000 
habitantes (SESA). No primeiro trimestre de 2013 registrou-se a maior notificação de 
dengue no ES, inclusive maior que os anos de 2009 e 2011, anos das maiores 
epidemias.  
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Os dados do isolamento viral da SESA informam a circulação dos sorotipos 
virais 1, 2 e 4 com predomínio do 1 seguido pelo 4 em 2012 e dos sorotipos 1 e 4, em 
números pareados, em 2013. Destaca-se a circulação do sorotipo viral 4, o qual foi 
recentemente introduzido do ES, expandiu rapidamente no final de 2012 e início de 
2013, avançando nesse mesmo ano para todo o interior do estado . 
 
 
3.2 TRANSMISSÃO DA DENGUE 
 
Na dengue, os seres humanos são os hospedeiros finais para o DENV, sendo os 
únicos capazes de manifestar a doença clínica. A transmissão acontece quando a 
fêmea dos mosquitos alimenta-se do sangue de um indivíduo infectado, na fase de 
viremia, tornando-se hospedeira intermediária do DENV. Este se replica no mesentério 
do mosquito e depois se espalha por outros órgãos até alcançar as glândulas salivares, 
durante um período de incubação extrínseco de 8 a 10 dias (GUBLER, 1998; 
MCBRIDE; BIELEFELDT-OHMANN, 2000). Após esse tempo, o vírus é transmitido 
quando o mosquito se alimenta do sangue de um novo hospedeiro (BANCROFT, 
1906). Uma vez infectado, o mosquito pode transmitir o vírus até o fim de sua vida 
(cerca de 30 a 45 dias). 
 
 
3.2.1 Vetor  
 
O envolvimento de mosquitos na transmissão do DENV foi primeiramente 
documentado por Graham (1903), seguido por Bancroft (1906), o qual identificou o A. 
aegypti como vetor, o que foi posteriormente comprovado por Siler, Hall e Hitchens 
(1926).  
A. aegypti é a principal espécie transmissora do DENV para humanos, sendo 
responsável pelo ciclo endêmico/epidêmico nos centros urbanos das regiões tropicais 
(GUBLER, 1998, 2002). Outras espécies de Aedes (A. albopictus, A. polynesiensis e A. 
scutellaris) atuam como vetores secundários no ciclo rural/epidêmico em regiões da 
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Ásia e África (GUBLER, 1998). Cada uma dessas espécies tem sua própria distribuição 
geográfica, sendo, no entanto, menos eficientes que o A. Aegypti. 
 
 
3.2.1.1 Aedes aegypti 
 
A espécie A. aegypti (Figura 4) é tropical e encontrada no mundo inteiro, 
geralmente entre as latitudes 35º Norte e 35º Sul, onde a umidade e a temperatura 
favorecem sua proliferação (TAUIL, 2002). Esses mosquitos são oriundos da África e 
foram introduzidos nas Américas, provavelmente, durante a colonização européia pelo 
tráfico de escravos (GOMES, 1998). Dentre os mosquitos vetores, é o mais eficiente 
para transmissão da dengue porque é altamente antropofílico, com atividade 
hematofágica diurna e prospera em proximidade com os humanos, geralmente 
sobrevivendo em ambientes fechados e peridomiciliares (GUBLER, 2002; TAUIL, 
2002). Esses mosquitos vivem, em média, 30 dias e a fêmea chega a pôr entre 150 a 
200 ovos de cada vez, sendo capaz de realizar inúmeras posturas no decorrer da vida. 
Comumente exibem comportamento ininterrupto de repasto sanguíneo e a maioria das 
fêmeas alimenta-se múltiplas vezes entre a postura dos ovos, contribuindo para a 
rápida transmissão do vírus e a natureza explosiva das epidemias de dengue (BURKE; 
MONATH, 2001). Os ovos podem resistir a longos períodos de dessecação, às vezes 
por mais de um ano, recomeçando o desenvolvimento no próximo período chuvoso. Os 
mosquitos adultos possuem pequeno raio de ação, mantendo-se, em geral, a uma 
distância de 200 m dos locais da ovoposição. Contudo, os ovos ou o mosquito podem, 
acompanhando o homem, viajar, o que é uma forma reconhecida de disseminação 
vetorial (BURKE; MONATH, 2001). 
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Figura 4. Aedes aegypti. 
Fonte: Copyright©Leronard E. Munstermann (1995). 
 
 
3.2.1.2 Aedes albopictus 
 
O A. albopictus é oriundo da Ásia e foi introduzido nas Américas em 1985 
(BURKE; MONATH, 2001). Apresenta-se menos antropofílico do que o A. aegypti, mais 
tolerante ao frio e com capacidade de sobreviver tanto em ambiente silvestre, como 
peridomiciliar. A transmissão dos DENV pelo A. albopictus não está totalmente 
esclarecida, entretanto, a ocorrência de larvas infectadas pelo DENV-1 foi relatada no 
Brasil (FIGUEIREDO, 1996). No ano de 1986, o A. albopicitus foi encontrado 
simultaneamente no RJ, em Minas Gerais e no ES. Acredita-se que a origem desses 
focos tenha sido o Japão, através do intercambio marítimo desse país com o sistema 
portuário do ES (Companhia Vale do Rio Doce), disseminando-se a partir daí para 
vários estados brasileiros (FORATTINI, 1986; MS, 1991; OPS, 1987). A dispersão 
desse mosquito por vários municípios brasileiros tem aumentado, gerando muita 
preocupação, pois, devido aos seus hábitos, não é passível de eliminação e tem a 
capacidade de tornar-se importante vetor na manutenção do ciclo de transmissão da 
dengue (TAUIL, 2002). 
 
 
3.2.2 O vírus 
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O agente etiológico da dengue é o vírus DENV, pertencente à família 
Flaviviridae e ao gênero Flavivirus. Os quatro sorotipos distintos do DENV divergem em 
aproximadamente 30% de suas sequências proteicas (HOLMES, 2006). 
Os Flavivirus têm genoma de RNA fita simples (do inglês: Single-Strand RNA - 
ssRNA) de polaridade positiva, com aproximadamente 11 kilobases (Kb) de tamanho e 
massa molecular de 4x106 daltons (Da) (WESTAWAY et al., 1985). O genoma possui 
na extremidade terminal 5’ uma região cap (m7GpppAmp) e não apresenta cauda 
poliadenilada na extremidade 3’ (CHAMBERS et al., 1990; HENCHAL; PUTNACK, 
1990). Essas pontas 3’ e 5’ possuem duas regiões não codificantes, com 96 e 454 
nucleotídeos, respectivamente, as quais são conservadas e fundamentais para a 
replicação do RNA e regulação da tradução (ALVAREZ et al., 2006). Entre estas 
regiões flanqueadoras, o RNA é traduzido como uma sequência única a partir do 
primeiro ou segundo códon AUG presente na porção codificadora da molécula, o que 
resulta em uma poliproteína de 3.386 a 3.434 aminoácidos (AAs), que é clivada 
cotraducionalmente e póstraducionalmente por proteases do vírus e do hospedeiro. 
Essa clivagem resulta nas proteínas estruturais (Capsídeo - C, Pré- 
membrana/Membrana - prM/M e Envelope - E) e não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, 
NS3, NS4A, NS4B e NS5) (CHAMBERS et al., 1990). As proteínas, que constituem 
uma única cadeia aberta de leitura (do inglês: Open Reading Frame - ORF) dos DENV, 
se apresentam na seguinte ordem: Cap5'-C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-
NS4B-NS5-3' (Figura 5) (CHANG, 1997). 
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Figura 5. Cadeia aberta de leitura dos Flavivirus. Poliproteína clivada cotraducinalmente e 
póstraducionalmente em três proteínas estruturais (em cinza) e sete proteínas não-estruturais (em azul). 
Fonte: Batista (2007). 
 
O vírion tem formato esférico e diâmetro de 40-60 nanômetros (nm) e, 
aproximadamente, 500 angstroms (Å) (HUANG et al., 2010) (Figura 6). O 
nucleocapsídeo icosaédrico, composto por proteínas C e RNA, é envolto por uma 
bicamada lipídica, que constitui o envelope. Embebidas na bicamada do envelope 
encontram-se as proteínas E, M e pequenos resíduos da forma não processada de M, 
a prM, as quais formam pequenas projeções na superfície do vírion (HEINZ; ALLISON, 
2001; KUHN et al., 2002).  
                            
 
 
Figura 6. Morfologia do vírion de um Flavivirus e suas principais proteínas estruturais*.  
*C: proteína do capsídeo; M: proteína da membrana e E: proteína do envelope. 
Fonte: Batista (2007). 
 
A proteína C é a responsável por conferir a forma esférica à partícula viral, 
possui um peso molecular de 14 kilodaltons (kDa) e apresenta caráter básico. O 
capsídeo é uma estrutura tênue envolvendo o RNA, mas é permeável a RNAses, o que 
torna importante a proteção feita pelo envelope lipídico (HENKAL; PUTNACK, 1990). A 
proteína prM é glicosilada, tem 26 kDa e é clivada durante a replicação viral por uma 
protease do tipo furina, gerando a proteína estrutural M de 8 kDa, que juntamente com 
a proteína E, forma o revestimento externo da partícula viral (CHAMBERS et al., 1990). 
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A proteína M auxilia na exposição do domínio de ligação ao receptor da proteína E 
(HEINZ; ALLISON, 2003) e protege essa proteína da reorganização estrutural e da 
fusão prematura (HEINZ; ALLISON, 2001; ZHANG et al., 2003). 
A glicoproteína do envelope é a proteína viral de maior massa molecular (55-60 
kDa). Apresenta-se altamente conservada entre os Flavivirus e possui um importante 
papel na infectividade do vírion, sendo local das propriedades biológicas principais dos 
vírus, inclusive a ligação de receptor, a hemoaglutinação dos eritrócitos, a indução 
neutralizadora de anticorpos e a resposta imunoprotetora (CHANG, 1997). Esta 
glicoproteína também participa da montagem do vírus (CHAMBERS et al., 1990; 
HEINZ; ALLISON, 2001) e da liberação dos componentes virais no citoplasma celular 
(HENCHAL; PUTNACK, 1990). Além dessas funções, a proteína E é capaz de 
promover a fusão da membrana do vírus com a membrana do endossomo, permitindo 
que a partícula infectante escape dessas vesículas (ROEHRIG, 1997; STIASNY; 
KIERMAYR; HEINZ, 2006). Esta proteína alterna entre diferentes estados oligoméricos: 
apresenta-se como trímeros de heterodímeros de prM-E nas partículas imaturas; como 
um dímero nos vírus maduros e como um trímero ao fundir-se com uma célula 
hospedeira (BRESSANELLI et al., 2004; MODIS et al., 2004).  
 
 
3.2.2.1 Células envolvidas na infecção pelo DENV 
 
Estudos iniciais in vitro mostraram serem os monócitos as células onde ocorre a 
replicação do DENV (HALSTEAD; O'ROURKE; ALLISON, 1977). No entanto, estudos 
recentes demonstram que após a picada de mosquito vetor, o DENV é injetado na 
corrente sanguínea, se espalha sobre a derme e epiderme e resulta na infecção de 
células dendríticas (do inglês: Dendritic Cells - DCs) imaturas, células de Langerhans e 
queratinócitos (LIMON-FLORES et al., 2005). Essas células infectadas migram então 
do local da infecção para linfonodos, onde os monócitos e os macrófagos passam a 
serem alvos para a infecção. Com isso, a infecção e o vírus são amplificados e se 
espalham pelo sistema linfático. Como resultado dessa  viremia primária, muitas 
células da linhagem mononuclear como os monócitos derivados do sangue (DURBIM 
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et al., 2008), as DCs mieloides (BOONNAK et al., 2008; HO et al., 2004) e os 
macrófagos do baço e fígado são infectadas (BLACKLEY et al., 2007; JESSIE et al., 
2004). Estudos sugerem que os linfócitos B podem também ser um alvo importante 
para a infecção. Por imunofluorescência indireta (IFI), foi demonstrada a presença de 
antígenos virais na superfície destas células (BOONPUCKNAVIG et al., 1976; KING et 
al., 1991). Além disso, com estudos in vitro, foi visto que o DENV pode, além de 
infectar, se replicar em células de origem epitelial e endotelial (MCBRIDE; 
BIELEFELDT OHMANN, 2000). Estudos recentes, realizados também em mastócitos 
humanos, demonstram que estas células podem ser infectadas com DENV, 
estimulando a produção de quimiocinas e citocinas capazes de ativar as células 
endoteliais e recrutar células efetoras para o local da infecção (MARSHAL; JAWADAT, 
2004). 
Apesar da dificuldade de se determinar se há o tropismo do DENV para tecidos 
específicos, estudos histopatológicos inferiram a presença do vírus em diferentes 
tecidos e órgãos como: pele, fígado, baço, nódulos linfáticos, rim, pulmão, medula 
óssea, timo e cérebro (BALSITIS et al., 2009; BASÍLIO DE OLIVEIRA et al., 2005; 
GASPERINO et al., 2007; HUERRE et al., 2001; JESSIE et al., 2004; 
KANGWANPONG; BHAMARAPRAVATI; LUCIA, 1995; SARIOL et al., 199; ROSEN; 
DROUET; DEUBEL, 1999). No entanto, partículas virais infecciosas foram isoladas 
apenas nas células do fígado e nas células mononucleares periféricas.  
 
 
3.2.2.2 Ciclo viral 
 
3.2.2.2.1 Entrada do vírus na célula hospedeira 
 
Os flavivírus entram na célula por endocitose mediada por receptores (CHU; NG, 
2004; MOSSO et al., 2008; SUKSANPAISAN; SUSANTAD; SMITH, 2009; VAN DER 
SCHAAR et al., 2008). Após a sua inoculação pela fêmea do mosquito vetor, o DENV 
será endocitado primordialmente por DCs imaturas que estão estrategicamente 
distribuídas na epiderme. Através de sua glicoproteína E, o vírus se ligará às DCs, 
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podendo utilizar diversos receptores, dentre estes, a molécula não integrina 
capturadora de ICAM-3 específica das células dentríticas (do inglês: Dentritic cell-
specific ICAM-3 grabbing nonintegrin - DC-SIGN) (NAVARRO-SANCHEZ et al., 2003; 
TASSANEETRITHEP  et al., 2003), expressa na superfície das DCs e um dos mais 
importantes receptores para o DENV. O DC-SIGN reconhece carboidratos presentes 
na proteína E, o que é importante para a entrada viral na célula (ALEN; SCHOLS, 
2012). O ambiente ácido (aproximadamente pH<6,5) do endossomo desencadeia 
mudanças conformacionais nas glicoproteínas virais, de modo a ocorrer a fusão entre a 
membrana celular e o envelope viral,  a dissociação das partículas virais e a liberação 
do RNA viral no citoplasma dando início ao ciclo de vida do vírus dentro da célula 
(CHEN et al., 1997; MODIS et al., 2004; REY, 2003; STIASNY et al., 2011). A mudança 
conformacional da proteína E é uma reorganização oligomérica, de modo que os 
homodímeros são rearranjados irreversivelmente em homotrímeros, capazes de se 
fundirem às células (BRESSANELLI et al., 2004; KIELIAN, 2006; MODIS et al., 2004; 
STIASNY et al., 2011; ZHANG et al., 2004). A transformação das partículas imaturas 
em maduras requer o rearranjo das proteínas E e M (ZHANG et al., 2004). Após a 
fusão, o genoma viral é liberado no citoplasma e a replicação dos vírus ocorre no 
interior das células (Figura 7).   
Outro mecanismo de entrada do DENV na célula é por meio da formação de 
complexos imunes (do inglês: Immune Complexes - ICs) com imunoglobulinas G (IgGs) 
(Figura 8). Os ICs se ligam aos receptores Fc (do inglês: Fc Receptors - FcR) de 
células como macrófagos e monócitos, promovendo a infecção (PORTERFIELD, 1986). 
Os receptores Fc são uma família de glicoproteínas ligadas à membrana e expressos 
na superfície de leucócitos, mediando várias respostas imunológicas. Desses 
receptores, o receptor mais fisiológica e bioquimicamente expresso é o Fc gamma R2a 
(FcγRIIa), importante na regulação das respostas desencadeadas por ICs (GARCÍA et 
al., 2011). Após a internalização do IC, ocorre a formação do endossomo e a posterior 
fusão do envelope viral com a membrana celular, liberando o RNA viral no citoplasma 
(MONATH; HEINZ, 1996; RANDOLPH; STOLLAR, 1990) e iniciando a replicação e 
tradução no genoma viral. 
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Figura 7. Esquema do processo de fusão da membrana do vírus da dengue (DENV) à célula e liberação 
do RNA viral. A - conformação de pré-fusão da proteína E consiste em homodímeros na superfície do 
vírus; B - o pH baixo do endossomo desencadeia a dissociação dos homodímeros de E, o  que leva à 
inserção do peptídeo de fusão viral à membrana celular; C - um homotrímero de proteína E estável é 
formado em forma de gancho, criando  uma ligação entre o vírus e a célula; D - fusão intermediária, na 
qual apenas as espículas das membranas celulares e virais estão fundidas e E - formação do 
homotrímero de proteína E pós-fusão e abertura do poro de fusão, permitindo a liberação do RNA viral 
para o citoplasma.  
Fonte: Adaptado de Stiasny et al. (2011) 
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Figura 8. Esquema da entrada do vírus da dengue (DENV) na célula por meio da formação de 
complexos imunes (ICs) com IgGs. Os ICs se ligam aos receptores FcγR de células como macrófagos e 
monócitos, promovendo a infecção. 
Fonte: Whintehead et al. (2007) 
 
 
3.2.2.2.2 Replicação e maturação da partícula viral  
 
Aproximadamente três horas após a fusão e liberação do genoma viral no 
citoplasma, a replicação dos vírus ocorre dentro de membranas intracelulares 
perinucleares (KIMURA; OHYAMA, 1988). O RNA do DENV é traduzido em associação 
com membranas do retículo endoplasmático rugoso (RER) (EDGIL; POLACEK; 
HARRIS, 2006). Após o início da tradução do genoma viral, ocorre a síntese de um 
genoma de sentido negativo (3’-5’) intermediário, o qual irá servir como molde para a 
síntese de múltiplas cópias do RNA viral de sentido positivo (5’-3’). Ciclos sucessivos 
de tradução produzem múltiplas cópias das 3 proteínas estruturais e das 7 não-
estruturais, as quais, juntamente com o RNA viral, irão participar da formação, 
maturação e secreção da partícula viral, que ocorre no complexo de Golgi 
(CHAMBERS et al., 1990; CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).   
Após a replicação, as partículas virais são reunidas na superfície do retículo 
endoplasmático (RE). O envelope é obtido por brotamento no RE celular, tendo como 
composição inicial as proteínas E e prM. As partículas imaturas são transportadas pela 
via secretória do Golgi, onde a prM é clivada por uma furino protease do hospedeiro, 
assumindo sua forma madura de M (LI et al., 2008). A fase inicial de latência do ciclo 
de replicação leva aproximadamente 12 horas, após as quais a progênie do vírus 
começa a ser liberada (CHANG, 1997). A clivagem de prM em M é fundamental para a 
infectividade do vírus, pois as partículas imaturas não são capazes de promover a 
fusão do vírus com membranas celulares, inclusive com a do endossomo (HENCHAL; 
PUTNACK, 1990). Essa clivagem permite a exposição de partes da E que se projetam 
do vírus (MODIS et al., 2003; MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).   
 
 
3.2.2.2.3 Liberação do vírus  
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A liberação do vírus pode ocorrer por exocitose, pela fusão da membrana 
exocítica, contendo o vírus, com a membrana plasmática, ou por efeito citopático, 
através de aberturas pontuais na membrana que o separa o meio extracelular (HILL; 
LOGIBS; BLANDEN, 1993). 
 
 
3.3 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DA DENGUE  
 
3.3.1 Quadro clínico 
 
A infecção por qualquer um dos quatro sorotipos do DENV pode promover 
manifestações clínicas variadas: o quadro assintomático; a doença clássica, a dengue 
não grave, muitas vezes denominada DF e formas mais graves e potencialmente fatais, 
a dengue grave, também denominada DHF e DSS (ALVAREZ et al., 2006; HENCHAL; 
PUTNACK, 1990; HOLMES, 2006). Quando o paciente é infectado pela primeira vez, 
diz-se que o mesmo tem uma infecção primária; quando infectado pela segunda vez, 
infecção secundária (WHO, 1997).  
 
 
3.3.1.1 Infecções assintomáticas/oligossintomáticas 
 
Mais da metade das infecções por dengue é assintomática ou muito suave (DA 
CUNHA et al., 1995), caracterizada por uma febre indiferenciada, com ou sem erupção 
cutânea, principalmente em bebês e crianças pequenas (PAHO, 1994; WHO, 1997). O 
percentual de tais infecções está relacionado a fatores do ambiente, do paciente, do 
vetor e do próprio vírus (GUZMÁN; KOURI, 2002). 
 
 
3.3.1.2 Dengue clássica 
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A dengue clássica é uma doença incapacitante; o seu prognóstico, no entanto, é 
favorável (GUZMÁN; KOURI, 2002). É uma doença febril e autolimitada, com 
temperaturas próximas a 38⁰C e período de incubação de 2 a 7 dias. A febre tem o 
início abrupto e pode estar acompanhada de calafrios, cefaleia intensa, dor retro-
orbital, exantema, prostração, mialgia e artralgia (PAHO, 1994; WHO, 1997). Podem 
ocorrer manifestações clínicas como tosse seca e fadiga (WHO, 1997). Além das 
manifestações clássicas, sintomas gastrointestinais, tais como náuseas, vômitos e 
diarreias, podem ocorrer. A febre persiste, em média, por 5 a 7 dias. Em 5 a 30% dos 
casos podem ocorrer pequenos sangramentos, principalmente gengivorragia, 
petéquias, epistaxe ou metrorragia e, raramente, hematêmese e hematúria, sendo 
importante a diferenciação desses casos de dengue clássico com complicações 
hemorrágicas, daqueles casos de DHF. Juntamente a esses sintomas, ocorre 
leucopenia e diferentes graus de trompocitopenia. Um ou dois dias após a 
defervescência pode ocorrer prurido (rash) maculopapular generalizado e a 
visualização de petéquias. O prognóstico é, em geral, benigno e a convalescença pode 
ser prolongada por vários meses, retardando a retomada das atividades cotidianas do 
paciente (GUZMÁN; KOURI, 2002), principalmente em adultos (GUZMÁN; KOURI, 
2003).  
Segundo a OMS, são diagnosticados com DF os pacientes com doença febril 
aguda com até 7 dias de duração, acompanhada de pelo menos dois dos seguintes 
sintomas: cefaleia, prostração, dor retro-orbital, artralgia, exantema e mialgia. Nesta 
classificação, também estão incluídos os pacientes que apresentarem manifestações 
hemorrágicas como prova do laço positiva, epistaxe, gengivorragia, metrorragia e 
outras. Por falta de especificidade destes sinais clínicos e sintomas, evidências 
laboratoriais ou epidemiológicas de infecção pelo DENV são necessárias para se 
confirmar o diagnóstico (NGUYEN; NGUYEN; TIEU, 1997).  
 
 
3.3.1.3 Febre hemorrágica da dengue/síndrome de choque da dengue  
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As formas graves da dengue possuem o início semelhante à DF e por volta do 
terceiro ou quarto dia de evolução, coincidindo com a diminuição da febre, ocorre o 
agravamento da doença, com ocorrência de sangramentos maiores, podendo evoluir 
para o choque.  
O vazamento de plasma é a maior característica patofisiológica observada na 
DHF e isso a diferencia da DF típica. Segundo a OMS, o que caracteriza a dengue 
hemorrágica são os seguintes sintomas: a febre ou história de febre recente de até 7 
dias; tendência hemorrágica (presença de prova do laço positiva, petéquias, equimoses 
ou púrpuras, gengivorragia, metrorragia, menorragia, epistaxe, sangramentos de 
mucosas do trato gastrintestinal ou outros); trombocitopenia de moderada a marcada 
(abaixo de 100.000/mililitro - mL); aumento do hematócrito em  20% na admissão; 
queda do hematócrito em 20% após o tratamento; presença de derrames cavitários 
(pleural, ascítico ou pericárdico) e hipoproteinemia (MARTINEZ, 1992; NIMMANNITYA, 
1987; PAHO, 1994; WHO, 1997).  
A FHD/DSS pode apresentar quatro graus de gravidade (I, II, III e IV), sendo os 
graus III e IV correspondente à DSS (NIMMANNITYA, 1993). 
Os casos “típicos” de DHF/DSS apresentam quatro manifestações clínicas 
principais: febre alta, fenômenos hemorrágicos e, frequentemente, hepatomegalia e 
insuficiência circulatória. As manifestações hemorrágicas mais frequentes são as 
petéquias, os hematomas e os sangramentos nos locais de punção venosa. Epistaxes 
e gengivorragias são comuns, mas os sangramentos gastrointestinais volumosos são 
mais raros. Hepatomegalia dolorosa, de tamanho variável, pode surgir no início da fase 
febril. A lise febril pode ser acompanhada de suores profusos e mudanças na pulsação 
e na pressão sanguínea, além de extremidades frias e pele congestionada. Ainda na 
primeira semana da doença o paciente pode apresentar pele fria, manchada e 
congestionada, pulso rápido e cianose perioral. As dores abdominais são 
frequentemente referidas antes do início do choque que, se profundo, torna a pressão 
sanguínea e o pulso imperceptíveis (WHO, 1997). 
O paciente pode recuperar-se rapidamente após terapia antichoque apropriada. 
No entanto, o choque não tratado adequadamente pode evoluir com acidose 
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metabólica e graves sangramentos gastrointestinais e em outros órgãos, podendo o 
paciente chegar a óbito em 12 a 24 horas.  
 
 
3.3.1.4 Apresentações clínicas incomuns 
 
Em frequência cada vez maior, têm sido registrados casos de comprometimento 
nervoso, hepático, esplênico e cardíaco. Gubler, Kuno e Waterman (1983) concluíram 
que podem ocorrer distúrbios neurológicos tanto na DF quanto na DHF.  
O acometimento do sistema nervoso central (SNC) pode acontecer durante a 
infecção aguda ou como uma manifestação pós-infecciosa. Na DF, os sintomas 
neurológicos vão da irritabilidade e depressão passando pela paralisia mononeural até 
encefalites com ataques e morte (GUBLER, 1998). Na vigência de um quadro agudo de 
dengue, deve-se pensar em acometimento do SNC, diante de casos com cefaleia 
intensa, vômitos, convulsão/delírio, insônia, inquietação, irritabilidade e depressão, 
acompanhados ou não de meningismo discreto sem alteração da consciência ou 
deficiência neurológica focal, depressão sensorial e desordens comportamentais. 
Deve-se sugerir a hipótese de envolvimento do DENV diante de pacientes com 
síndrome de Guillain-Barré (polirradiculoneuropatia aguda), meningoencefalomielite e 
mononeuropatias que tiveram diagnóstico de dengue dias ou semanas atrás; também 
têm sido descritos casos de paralisia de Bell, neurite óptica, dificuldade de 
deambulação, disfunção sexual, retenção ou mesmo incontinência urinária.  
A encefalopatia na DHF pode resultar de anoxia cerebral, edema, hemorragia 
intracraniana, e oclusão vascular. De uma maneira geral, os sintomas de encefalite da 
DHF atribuem-se à falha hepática e edema associado com o vazamento pela 
vascularização cerebral; na DF, entretanto, a patogênese da encefalopatia é menos 
clara.  
Não se sabe se os DENV produzem doença neurológica como complicação não 
específica ou se ocorre a invasão direta do vírus no cérebro do hospedeiro, como na 
encefalite do Japão e na de St. Louis. Em alguns casos, os vírus foram isolados ou 
detectados por PCR no fluido cérebro-espinhal, mas também é possível que a 
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hemorragia ou vazamento pela barreira hematoencefálica permita que os anticorpos e 
vírus presentes no sangue vão para o fluido cérebro-espinhal, ou que o DENV possa 
atravessar essa barreira e infeccionar o fluido cérebro-espinhal. Finalmente, já se 
detectou, por mancha de imunoperoxidase, o antígeno do DENV no cérebro de casos 
fatais (NOGUEIRA et al., 1999). De uma forma geral, os resultados patológicos 
observados no cérebro estão associados com edema e hemorragia cerebrais, sem 
evidência de encefalite, sendo necessários mais estudos patológicos (GUZMÁN; 
KOURI, 2002). 
Segundo a OMS, são diagnosticados com dengue com complicações, os 
pacientes que apresentarem um dos seguintes itens: plaquetopenia igual ou inferior 
50.000/milímetro cúbico - mm3; contagem total de leucócitos igual ou inferior a 
1.000/mm3; hepatite por dengue; insuficiência hepática; miocardite; encefalite; 
hemorragias abundantes; alterações graves do sistema nervoso; disfunção 
cardiorrespiratória; hemorragia digestiva; derrames cavitários e óbito. Portanto são os 
pacientes graves que não preenchem os critérios da OMS de DHF e classificá-los 
como DF não é adequado.  
 
 
3.3.2 Classificação recente da dengue  
 
A OMS publicou em 1975 e atualizou em 1997 a base para a classificação 
clínica da dengue (WHO, 1975, 1997). Nessa classificação a dengue sintomática foi 
classificada clinicamente em DF e DHF/DSS, como reportado até agora neste trabalho.   
Devido às dificuldades na classificação dos pacientes em diversas situações 
(BANDYOPADHYAY; LUM; KROEGER, 2006; DEEN et al., 2006; PHUONG et al., 
2004), principalmente com relação aos casos graves, em 2009 a OMS propôs, no seu 
mais recente guia para diagnóstico, tratamento e prevenção de dengue, uma nova 
classificação. Houve a divisão da apresentação clínica da dengue em: Dengue (com ou 
sem sinais de alerta) e Dengue Grave (WHO, 2009) (Figura 9). A definição de dengue 
(não grave) é algo similar à antiga classificação de DF: uma combinação de dois ou 
mais sinais e sintomas junto com uma febre individual, em uma área endêmica. 
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Acrescentam-se como sinais de alerta/alarme, dor e sensibilidade abdominal, vômitos 
persistentes, acumulação clínica de fluídos, sangramento de mucosas, letargia, 
agitação e aumento do fígado (WHO, 2009). 
 
Figura 9. Classificação dos casos de dengue de acordo com a gravidade, sugerida pela Organização 
Mundial de Saúde (OMS).  
Fonte: Tristão-Sá ( 2012), Adaptado de WHO (2009). 
 
Esta nova classificação sugerida pela OMS é mais simples e fácil de usar, é 
mais fidedigna na tradução do estado de gravidade clínica do paciente, fornece a 
possibilidade de identificação de pacientes por meio dos sinais de alerta e não entra 
em conflito com a classificação anterior. É baseada em estudo multicêntrico com 
participação de especialistas dos principais países afetados pelas epidemias. No 
entanto, é possível que apresente limitações que podem ficar evidentes com o tempo 
de uso e por isso, deve ser continuamente reavaliada e, se necessário, mudar de 
acordo com uma real necessidade (TRISTÃO-SÁ, 2012).  
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3.3.3 Persistência de sintomas clínicos da dengue da fase de convalescença 
 
As manifestações agudas da dengue são bem conhecidas e estudadas, já os 
sintomas clínicos da fase de convalescença da doença são pouco caracterizados. No 
entanto, alguns estudos fornecem evidências que sugerem que a dengue pode resultar 
em um quadro clínico que se prolonga após a fase aguda da doença (GARCÍA et al., 
2011; GONZÁLEZ et al., 2005; LOW et al., 2006; SEET; QUEK; LIM, 2007; TEIXEIRA 
et al., 2010; TRISTÃO-SÁ et al., 2012). No ano de 1997, a OMS falou sobre a 
possibilidade de persistência da fadiga (WHO, 1997). Em 2005, González et al. (2005) 
avaliaram 47 indivíduos cubanos com dengue e verificaram a presença de algum 
sintoma clínico da dengue seis meses após a fase aguda da doença em 48,6% dos 
pacientes. Nesse estudo, os sintomas mais persistentes foram astenia (27,6%), 
cefaleia (14,8%) e artralgia (10,6%). Low et al. (2006) analisaram 133 pacientes com 
dengue em Singapura e verificaram a presença de cansaço, sonolência e perda de 
apetite por 3 semanas após a fase aguda da doença em 9% dos pacientes. Um ano 
depois, um trabalho realizado por Seet, Quek e Lim (2007) analisou 163 pacientes 
hospitalizados com dengue sintomática em Singapura, e observou a presença de 
fadiga dois meses após a fase aguda da doença em aproximadamente 25% dos 
pacientes e apontou como importantes fatores de risco para essa persistência da 
fadiga, a maior idade, o sexo feminino, a presença de calafrios e a ausência de 
exantema. No estudo realizado por García et al. (2011), que analisou 97 pacientes 
cubanos infectados pelo DENV, houve a persistência de algum sintoma clínico da 
dengue em 56,7% dos pacientes, no período de dois anos após a infecção. Nesse 
mesmo ano, um trabalho realizado em Minas Gerais por Teixeira et al. (2010) 
acompanhou 118 pacientes com dengue e 65,2% dos pacientes relataram a presença 
de pelo menos um sintoma clínico da dengue após os 14 dias da doença, sendo que 
em 8,5% o sintoma persistente foi intenso por 30 dias ou mais. Os sintomas mais 
persistentes nesse estudo foram fraqueza (58 casos), hipóxia (49 casos) e sonolência 
(40 casos), ocorrendo mais em mulheres. O trabalho de Tristão-Sá et al. (2012), 
analisou 90 pacientes com dengue em Campos dos Goytacazes, RJ e observou a 
persistência de pelo menos um sinal ou sintoma da dengue em 57,8% dos pacientes 
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um mês após a fase aguda da doença e em 33,3%, dois meses após a infecção. Os 
principais sintomas persistentes nesse estudo foram artralgia, fadiga, fraqueza, 
adinamia, anorexia, alterações do paladar e queda de cabelo. Apesar da pequena 
quantidade de estudos que analisaram a persistência de sintomas da dengue na fase 
de convalescença, a observação da ocorrência de sintomas persistentes em todos os 
trabalhos publicados sobre o assunto, demonstra a importância da expansão da base 
de dados sobre a dengue após a sua fase aguda. 
 
 
3.4 DIAGNÓSTICO DA DENGUE 
 
O diagnóstico efetivo da dengue é laboratorial, uma vez que os sintomas clínicos 
podem ser facilmente confundidos com outras doenças febris, tais como sarampo, 
malária e leptospirose, as quais, normalmente, cocirculam com a dengue. A detecção 
da infecção pode ser feita por isolamento viral, detecção de anticorpos específicos da 
fase pós-virêmica ou ainda por detecção de antígenos virais ou RNA viral em soro, 
plasma ou tecidos (DE PAULA; FONSECA, 2004). 
 
 
3.4.1 Isolamento viral 
 
O isolamento viral pode diagnosticar a dengue ainda na fase aguda da doença, 
antes que os títulos de anticorpos atinjam níveis detectáveis. É realizado inoculando-se 
soro ou plasma do paciente em mosquito, cérebro de camundongo ou em cultura de 
células de mamífero ou de mosquito (GUBLER et al., 1984).  
 
 
3.4.2 Sorologia 
 
Os métodos sorológicos só podem ser realizados cerca de cinco dias após o 
início dos sintomas, quando os anticorpos já estão detectáveis no soro ou plasma dos 
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pacientes. As limitações desses métodos incluem a reatividade cruzada, que pode 
existir entre os quatro sorotipos do DENV, e também entre estes e os outros flavivírus. 
Os métodos sorológicos são: teste de inibição da hemoaglutinação (IH), fixação do 
complemento, teste de neutralização, ensaio imunossorvente ligado à enzima (do 
inglês: Enzime Linked Immunosorbent Assay - ELISA) IgM e ELISA indireto de IgG (DE 
PAULA; FONSECA, 2004). 
Os testes ELISA são os mais usados devido a sua praticidade, especificidade e 
sensibilidade e por serem relativamente mais baratos que os outros. Esse tipo de 
detecção avalia a fase da infecção de acordo com a prevalência de alguns tipos de 
anticorpos. O ELISA com captura de anticorpos IgM é amplamente utilizado para 
detecção de infecções recentes (WANG et al., 2000). Os testes IgG-ELISA são usados 
para detecção de infecções passadas e sozinhos não têm valor para o diagnóstico de 
infecções agudas ou recentes (PEELING et al., 2010). A razão IgM/IgG é usada para 
distinção entre respostas primárias e secundárias (INNIS et al., 1989; MIAGOSTOVICH 
et al., 1999).  
Apesar da qualidade dos testes ELISA e dos avanços que eles propiciaram na 
área de diagnóstico, eles possuem a mais importante limitação inerente todos os 
métodos sorológicos, que é a impossibilidade de detecção da doença na fase inicial ou 
aguda. Como tentativa de contornar esse problema, alguns testes imunoenzimáticos 
têm sido realizados para detecção da proteína viral NS1 (ALCON et al., 2002; YOUNG 
et al., 2000). O antígeno NS1 está presente no soro de indivíduos infectados no 
primeiro ao sexto dia de sintomas. Por isso, pode ser usado na detecção precoce da 
dengue (XU et al., 2006).  
 
 
3.4.3 Diagnóstico molecular 
 
Outra forma de verificar a presença do DENV é através da detecção do RNA 
viral por trascrição reversa seguinda da PCR (do inglês: reverse transcripton - 
polymerase chain reaction - RT-PCR). Esta, devido a sua alta sensibilidade e rapidez 
na detecção de, potencialmente, qualquer sequência genética, revolucionou o campo 
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de diagnóstico das doenças infecciosas (RATCLIFF; HARRISON; BAULCOMBE, 
1997). Assim como a técnica do isolamento viral, a RT-PCR possui a vantagem, em 
relação aos métodos sorológicos, de possibilitar a sorotipagem do vírus infectante e de 
permitir o diagnóstico da doença na sua fase inicial (DEUBEL, 1992). A vantagem 
dessa técnica em relação ao isolamento é ser menos trabalhosa e menos influenciada 
por problemas de armazenamento e manipulação do soro e outros fatores, além de ser 
capaz de fornecer resultados em um período de tempo consideravelmente mais curto 
(GUBLER, 1998; SCHILLING et al., 2004).  
 
 
3.5 TRATAMENTO E PREVENÇÃO DA DENGUE 
 
3.5.1 Tratamento  
 
Não existe um tratamento antiviral específico, mas os pacientes recebem 
medicação sintomática, como analgésicos e antitérmicos. Medicamentos à base de 
salicilatos e os anti-inflamatórios não hormonais são evitados, pois podem favorecer o 
aparecimento de manifestações hemorrágicas e acidose. A adequada hidratação oral e 
venosa e o repouso são eficazes no tratamento da grande maioria dos casos, de 
acordo com a Secretaria de Vigilância em Saúde (SVS). Em casos mais graves é 
realizada a terapia de apoio de líquidos e eletrólitos (FNS-BRASIL, 2002). Aos 
primeiros sinais de choque, o paciente é internado para ser feita a correção do volume 
de líquidos perdidos e da acidose. Na reposição de líquidos, os sinais de insuficiência 
cardíaca são constantemente monitorados (FNS-BRASIL, 2002). Por fim, o 
reconhecimento precoce dos sinais de alarme e o tratamento precoce são os passos 
fundamentais na redução da taxa de fatalidade dos casos de dengue (MARTINEZ, 
1992; PAHO, 1994; WHO, 1997).  
 
 
3.5.2 Vacinas 
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Apesar de ainda não haver uma vacina disponível que possa prevenir contra a 
dengue, já existem várias vacinas candidatas em diferentes estágios de 
desenvolvimento. São produtos que utilizam tanto a tecnologia convencional das 
vacinas com vírus atenuados, como as novas tecnologias de manipulação genética 
(JACOBS; YOUNG, 2003; KONISHI; KOSUGI; IMOTO, 2006). 
Atualmente, vacinas tetravalentes, usando vírus atenuado por passagens 
sucessivas em cultura de células, encontram-se em testes que demonstraram que elas 
são capazes de induzir uma resposta imune contra os quatro sorotipos do DENV 
(ALMOND et al., 2002; STEPHENSON, 2005), embora reações colaterais importantes 
nos voluntários vacinados tenham sido observadas. 
Técnicas de manipulação genética, que levam à produção de clones infecciosos 
de vírus, constituem a base de novas vacinas potenciais. Para a produção desses 
clones infecciosos é utilizada a estrutura (esqueleto) de vírus atenuados, na qual são 
inseridos genes selecionados de sorotipos do DENV. Além desses novos vírus, 
denominados vírus quiméricos, vários grupos de pesquisas estão desenvolvendo 
vacinas com diferentes tipos de abordagens com graus variáveis de sucesso 
(KONISHI; KOSUGI; IMOTO, 2006; TIMOFEEV; BUTENKO; STEPHENSON, 2004). 
Uma vacina quimérica tetravalente em estudo, submetida aos testes de avaliação, 
produziu anticorpos neutralizantes em macacos rhesus contra os quatro sorotipos do 
DENV (RAVIPRAKASH et al., 2006).  
A maioria das vacinas em desenvolvimento utiliza a proteína E para produzir 
resposta imune. Também está sendo empregada na preparação de novas vacinas, a 
proteína não estrutural NS1 do vírus, com resultados satisfatórios em camundongos 
(TIMOFEEV; BUTENKO; STEPHENSON, 2004). 
Para evitar problemas relacionados com reações adversas e com uma possível 
recombinação de um vírus vacinal com outro vírus selvagem (HALSTEAD; DEEN, 
2002), tem-se procurado desenvolver vacinas utilizando vírus quiméricos, sem utilizar 
vírus vivos, nem mesmo os atenuados (ALMOND et al., 2002), mesmo que assim, se 
tenha uma resposta imune menos eficiente.  
Uma vacina tetravalente foi produzida pelo Instituto Butantan, órgão da 
Secretaria de Estado da Saúde de São Paulo, em parceria com os Institutos Nacionais 
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de Saúde dos Estados Unidos (NIH - National Institutes of Health) e encontra-se no 
aguardo da conclusão dos ensaios clínicos. A previsão é de que essa vacina possa 
fazer parte do Programa Nacional de Imunizações (PNI) até 2018. De acordo com o 
MS, estima-se que mais sete vacinas estejam na fase de pesquisa no País, incluindo a 
iniciativa nacional do Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos Bio-Manguinhos da 
Fundação Oswaldo Cruz (Friocruz) em parceria com o laboratório privado da 
GlaxoSmithKline, com previsão de conclusão da vacina em 5 anos. 
 
 
3.6 PATOGENIA, PATOLOGIA E IMUNIDADE NA DENGUE  
 
3.6.1 Patogenia da dengue 
 
A patogênese causada pelo DENV é determinada pela interação de inúmeros 
fatores: virulência viral, status imune e genética do hospedeiro e possivelmente outros, 
como a pré-existência de outras doenças (RICO-HESSE, 2010). A Figura 10 
representa um modelo proposto para a patogênese da dengue.  
Como já dito, embora o DENV se replique em uma variedade de células in vitro, 
incluindo as células mielóides, linfóides, epiteliais, endoteliais e linhagens de 
fibroblastos, acredita-se que as células principais para a replicação dos DENV sejam as 
mononucleares de linhagem fagocítica (AUNG-KHIN et al., 1975; BHAMARAPRAVATI; 
TUCHINDA; BOONYAPAKNAVIK, 1967; DIAMOND et al., 2000; GUBLER, 1998; 
HALSTEAD, 1988; HALSTEAD; O´ROURKE; ALLISON, 1977; INNIS, 1995; KURANE 
et al., 1990; MARCHETTE et al., 1973; MORENS et al., 1991). Após a inoculação do 
vírus através da picada do mosquito, a primeira replicação ocorre em linfonodos locais, 
células musculares estriadas e lisas e em fibroblastos. Com isto, há a disseminação do 
vírus, livre no plasma ou no interior de monócitos/macrófagos, dando início à viremia 
(MONATH, 1990; MONATH et al., 1996).  
Os sintomas gerais da dengue surgem após o período de incubação de 2 a 7 
dias, coincidindo com a viremia. Esses sintomas relacionam-se a níveis séricos 
elevados de citocinas liberadas por macrófagos ao interagirem com linfócitos T helper 
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(Th) ativados. A leucopenia e a discreta e transitória depressão medular que se 
apresentam também se relacionam aos altos teores de citocinas macrofágicas. As 
mialgias são consequentes, em parte, à multiplicação viral no próprio tecido muscular. 
O acometimento dos músculos oculomotores é responsável pela cefaleia retro-orbitária 
que muitos pacientes apresentam (KURANE; ENNIS, 1992; MONATH; HEINZ, 1996). 
A dengue grave tem como base fisiopatológica uma resposta imune anômala, 
desencadeada pelo indivíduo infectado em resposta à cepa viral infectante. Há 
envolvimento de leucócitos, citocinas e ICs, causando aumento da permeabilidade por 
má função vascular endotelial, sem destruição do endotélio. O consequente 
extravasamento de líquidos para o interstício causa a queda da pressão arterial e as 
manifestações hemorrágicas associadas à trombocitopenia (MONATH et al.,  1996;  
RICO-HESSE et al., 1998). Devido a tais manifestações, surgem hemoconcentração 
com redução da volemia, má perfusão tissular, hipóxia e acidose lática. Em autópsias, 
observam-se hemorragias cutâneas em trato gastrointestinal, no septo interventricular 
cardíaco, no pericárdio, em espaços subaracnoideos e superfícies viscerais. A 
hepatomegalia e os derrames cavitários também são achados comuns. Os derrames 
em cavidade abdominal e no espaço pleural possuem alto teor proteico, com 
predomínio de albumina e contêm pouco material hemorrágico (BHAMATAPRAVATI; 
TICHUNDA; BOONYAPAKNAVIK, 1967; FIGUEIREDO; FONSECA, 1996; WHO, 
1986). Nas análises microscópicas de materiais de necropsia observa-se edema 
perivascular com grande extravasamento de hemácias e infiltrado rico em monócitos e 
linfócitos, sem dano às paredes vasculares. Em alguns pacientes adultos com 
hemorragias, observam-se megacariócitos em capilares pulmonares, glomérulos 
renais, sinusóides hepáticos e esplênicos, como evidências de coagulação 
intravascular. Nos linfonodos e baço, há proliferação linfoplasmocitária com grande 
atividade celular e necrose de centros germinativos. A polpa branca esplênica é 
reduzida e, ali, observa-se linfocitólise abundante com fagocitose dessas células. Na 
medula óssea ocorre bloqueio da maturação megacariocítica e de outras linhagens 
celulares. No fígado observa-se hiperplasia, necrose hialina de células de Kuppfer e a 
presença, em sinusóides, de células mononucleares com citoplasma acidófilo e 
vacuolizado, semelhantes a corpúsculos de Councilman, lembrando aspecto 
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encontrado na febre amarela. Os hepatócitos apresentam graus variáveis de esteatose 
e necrose mediozonal. Os rins têm glomerulonefrite relacionada, provavelmente, à 
deposição de ICs em membrana basal glomerular (BHAMATAPRAVATI; TICHUNDA; 
BOONYAPAKNAVIK, 1967; FIGUEIREDO; FONSECA, 1996; WHO, 1986). Chama 
atenção o fato de que as lesões patológicas observadas, excetuando-se as 
relacionadas a hemorragias profusas, não justificam a extrema gravidade e o óbito nos 
casos de dengue grave (BHAMATAPRAVATI; TICHUNDA; BOONYAPAKNAVIK, 1967; 
FIGUEIREDO; FONSECA, 1996).  
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Figura 10. Esquema de um modelo para a patogênese da dengue.  
Fonte: Adaptado de Martina, Koraka e Osterhaus (2009). 
 
 
 
3.6.1.1 Etiopatogenia da dengue grave 
 
Durante anos, a patogênese da dengue grave foi objeto de controvérsia. Alguns 
pesquisadores defendiam o ponto de vista de que a infecção secundária fosse o fator 
principal para a gravidade da doença, enquanto outros apontavam para a virulência do 
vírus (HAMMON, 1973; KOURI; GUZMÁN; BRAVO, 1987). Hoje, sabe-se que a 
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dengue grave ocorre como consequência de um mecanismo complexo, em que o vírus, 
o hospedeiro e sua resposta imune interagem de forma que ocorra a doença grave em 
2 a 4% dos indivíduos com infecção secundária (GUZMÁN; KOURI; HALSTEAD, 
2000). Publicou-se em 1987, uma hipótese integral para o desenvolvimento da 
epidemia de dengue grave: a intersecção dos três fatores (hospedeiro, vírus e 
epidemiologia) determina a ocorrência de uma epidemia de dengue grave e, para tal, 
são necessárias alta densidade do vetor, grande circulação viral e uma população 
susceptível (em risco de infecção secundária) (KOURI; GUZMÁN; BRAVO, 1987). Os 
fatores epidemiológico e viral determinam a epidemia, já os fatores individuais de risco, 
tais como sexo, raça, genética e doenças crônicas são fatores de predisposição que 
tornam a doença mais frequente em certa raça ou grupo etário (HALSTEAD, 1993).  
Dentre os fatores do hospedeiro que podem influenciar na gravidade da dengue 
está o fenômeno denominado aumento anticorpo-dependente (do inglês: Antibody-
Dependent Enhancement - ADE) como uma possível explicação para a ocorrência de 
dengue grave em reinfecções por sorotipos diferentes do DENV. Numa infecção 
secundária com um sorotipo diferente, a presença de pequena quantidade de 
anticorpos neutralizantes heterotípicos pode evitar a doença grave; por outro lado, na 
ausência destes, os anticorpos heterotípicos formam complexos com os DENV, que 
passam a infectar os fagócitos mononucleares com maior eficiência resultando na 
infecção de um maior número de células (HALSTEAD, 1993; HALSTEAD et al., 1967). 
Os anticorpos não neutralizantes produzidos na infecção prévia formam complexos 
com o DENV da infecção atual, ligando-se a receptores FcγR de diversas células 
através de sua porção Fc (fragmento cristalizável). O DENV quando associado ao 
anticorpo não neutralizante entra de maneira mais eficaz nas células. Essa facilitação 
na entrada do DENV nas células leva à infecção de um grande número de células e 
uma maior carga viral (Figura 8). Isso produziria uma quantidade mais elevada de 
citocinas que atuariam no endotélio levando a um aumento da permeabilidade vascular 
e da gravidade da dengue (HALSTEAD; O’ROURKE; ALLISON, 1977). O estímulo 
causado pela liberação da citocina Interferon-gamma (IFN-γ) por células Th CD4+ 
ativadas ainda agrava este quadro porque aumenta a exposição de Fcγ na membrana 
dos macrófagos tornando-os mais susceptíveis ao vírus (FIGUEIREDO, 2006). É 
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razoável supor que o fenômeno ADE possa de fato não só facilitar a entrada do DENV 
nas células como também comprometer a resposta imune antiviral e contribuir para a 
imunopatogênese da dengue grave, mas certamente diversos outros fatores 
contribuem de maneira relevante para a gravidade da dengue, uma vez que casos 
graves podem também ocorrer sem infecção prévia (CHAREONSIRISUTHIGUL; 
KALAYANAROOJ; UBOL, 2007).   
Uma segunda explicação para a ocorrência de dengue grave em infecções 
secundárias é pela resposta dos linfócitos T, a chamada Teoria do Pecado Original 
Antigênico. Em uma primeira infecção, ocorre expansão clonal das populações de 
células T com maior afinidade pelos epítopos presentes no sorotipo infectante, 
ocasionando a formação de células de memória para esse sorotipo. Em uma infecção 
secundária, por outro sorotipo, as células de memória formadas na primeira infecção 
são ativadas e expandidas mais rapidamente que as células virgens específicas para o 
sorotipo da infecção atual. As células de memória tem menor afinidade pelo sorotipo 
infectante e, portanto, menos capacidade de eliminação viral que as células específicas 
geradas na segunda infecção. No entanto, possuem alta capacidade de liberar 
citocinas pró-inflamatórias, influenciando na imunopatologia da doença 
(MONGKOLSAPAYA et al., 2003). 
Dentre outros fatores ligados ao hospedeiro, um importante é a influência da 
genética na patogênese da dengue.  Indivíduos de etnia negra teriam mais resistência 
à dengue grave, como ocorre no Haiti, onde não há casos de dengue grave apesar da 
transmissão hiperendêmica do DENV e na África, onde há casos raros de dengue 
grave, apesar da cocirculação dos 4 sorotipos e da alta frequência das epidemias 
(HALSTEAD, et al., 2001). SNPs em várias moléculas do sistema imunológico já foram 
associados à patogênese da dengue suportando essa hipótese, como será discutido 
adiante. 
Quanto aos fatores individuais de risco, as crianças encontram-se sob maior 
risco de desenvolver dengue grave que os adultos (GAMBLE et al., 2000; HALSTEAD; 
SIMASTHIEN, 1970; JATANASEN; THONGCHAROEN, 1993; NIMMANNITYA, 1987); 
o sexo feminino apresenta maior risco que o masculino; enfermidades crônicas como 
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diabetes e asma brônquica aumentam a ocorrência de dengue grave e os brancos 
estão sob maior risco que os negros (GUZMÁN; KOURI; BRAVO, 1999). 
 
 
3.6.2 Imunologia da infecção pelo DENV 
 
O conhecimento das interações parasita-hospedeiro auxilia a compreensão dos 
mecanismos imunes desenvolvidos pelo hospedeiro para controlar uma infecção. Esse 
controle é necessário tanto no desenvolvimento de respostas de proteção, com 
eliminação da infecção, quanto no balanceamento do próprio sistema imunológico 
evitando mecanismos imunes prejudiciais que propiciam a evolução para um quadro 
clínico mais grave ou fatal.  
A eliminação da infecção pelo DENV se dá de maneira rápida e eficiente na 
maior parte dos casos, normalmente não ultrapassando 5 ou 6 dias após o início dos 
sinais e sintomas. Mecanismos têm sido propostos a fim de explicar de que forma a 
resposta imune contra o DENV está relacionada à exacerbação dos quadros clínicos 
da infecção. Sabe-se que a produção de citocinas por células infectadas pelo DENV 
desempenha um papel importante na patogênese da doença (FIGUEIREDO, 2012).  
Apesar dos mecanismos imunológicos não estarem completamente elucidados, 
as respostas imune inata e adaptativa do hospedeiro exercem importante função na 
determinação na história natural da dengue. A resposta imune inata é induzida 
rapidamente e age como uma primeira-linha de defesa até que a resposta imune 
adaptativa específica passe a agir (Figura 11). Diferenças nas respostas mediadas por 
anticorpos, células T e citocinas podem ser percebidas entre pacientes com os 
diferentes quadros clínicos da dengue (SENEVIRATNE; MALAVIGE; DE SILVA, 2006).  
Na resposta inata contra o DENV, atuam principalmente as DCs, células natural 
killer (NK) e os componentes ativos do sistema complemento. A resposta imune 
adquirida é mediada pelos linfócitos T (Th ou T CD4+ e T citotóxicos - Tc ou T CD8+) e 
por anticorpos, produzidos por células derivadas dos linfócitos B.  
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Figura 11. Respostas imune inata e adaptativa à infecção viral. Os mecanismos da resposta imune inata 
promovem a defesa inicial contra infecções e consistem na ação das barreiras mecânicas, das células 
fagocitárias, do sistema complemento e das células Natural Killer. A resposta imune adaptativa é 
desenvolvida posteriormente e consiste na ativação dos linfócitos T e B. 
Fonte: Elsevier. Abbas et al.: Cellular and Molecular Immunology. Disponível em: 
www.studentconsult.com. 
 
 
3.6.2.1 Respostas Imunológicas 
  
3.6.2.1.1 Imunidade inata 
 
Os principais componentes da resposta imune inata contra vírus são 
representados pelas DCs, sistema complemento e células NK.  
As DCs são células apresentadoras de antígenos (do inglês: Antigen-Presenting 
Cells - APCs) que compreendem menos de 1% das células do sangue periférico 
(STEINMAM, 1991) e são cruciais na ligação entre as respostas imune inata e 
adaptativa. Após o reconhecimento e processamento do antígeno, as DCs o apresenta 
às células T e direcionam as respostas ao antígeno como tolerância, imunidade ou 
memória (KELSALL et al., 2002). Como já dito anteriormente, na entrada do DENV na 
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célula hospedeira, ocorre a ativação e o amadurecimento das DCs implicado na 
expressão de citocinas (HO et al., 2001). Este evento é fundamental para o controle 
inicial da infecção viral e a mediação para a resposta imune adaptativa através da 
ativação de linfócitos T e B virgens e também de células de memória (BANCHEREAU; 
STEINMAN, 1998).  
A produção de citocinas pelas DCs e pelos macrófagos estimulam a proliferação 
de células NK, já nos primeiros dias após a infecção. Juntamente com os linfócitos T 
CD8+, posteriormente estimulados, as células NK possuem um importante papel no 
controle da infecção (AZEREDO  et al., 2006). Essas células estão presentes 
principalmente nos tecidos linfoides periféricos e atuam de forma direta, destruindo 
células infectadas, e de forma indireta, secretando citocinas. Algumas horas após a 
infecção será produzido Interferon-alfa (INF-α) pelas DCs, que age como antiviral (HO 
et al., 2001) e Interleucina-12 (IL-12) pelos fagócitos mononucleares. Essa citocina 
ativa ainda mais células NK para a eliminação dos patógenos intracelulares como o 
DENV. Uma vez ativadas, as células NK produzem INF-γ (MURPHY, 2011), o qual 
apresenta atividade antiviral (LIBRATY et al., 2001).   
Estudos recentes começam a esclarecer a dupla função do sistema 
complemento na proteção contra o DENV (AVIRUTNAN et al., 2011). Este sistema, 
composto por mais de 30 diferentes proteínas solúveis e de superfície, é um importante 
componente da resposta imune inata. Pode ser ativado pelas vias clássica e 
alternativa, e controla as infecções virais através de múltiplos mecanismos: lise de 
“virions” ou de células infectadas, produção de anafilatoxinas e indução de respostas 
pelas células B e T (LOBO et al., 2014).  
 
 
3.6.2.1.2 Imunidade Adaptativa 
 
3.6.2.1.2.1 Resposta mediada por células T CD8+ 
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As células T CD8+ específicas para o DENV reconhecem células infectadas e 
respondem com um conjunto diversificado de funções efetoras, incluindo proliferação, 
lise de células-alvo e a produção de uma variedade de citocinas (ROTHMAN, 2011). 
A resposta imune celular citotóxica ocorre sob estímulo das proteínas NS1, NS3 
e E dos DENV (CHAMBERS et al., 1990; KURANE; ENNIS, 1992). Os linfócitos T 
CD8+ ativados reconhecem e eliminam as células que tiveram os antígenos virais 
expressos e apresentados por APCs, efetuando uma ação direta às células infectadas 
através da secreção de perforinas e granzimas que levam à lise celular.  
As células T participam ativamente na resposta imune, reduzindo o número de 
células infectadas com o vírus e conferindo proteção contra reinfecção. A morte e 
redução de células infectadas pelo DENV é um dos principais mecanismos de controle 
da infecção viral. 
 
 
3.6.2.1.2.2 Resposta mediada por células T CD4+ 
 
Há mais de duas décadas as células T CD4+ foram classificadas em dois 
subgrupos principais de acordo com suas citocinas secretadas (GUPTA; 
CHATURVEDI, 2009). As células T helper 1 (Th1) secretam citocinas com 
características pró-inflamatórias e são responsáveis pelas reações inflamatórias 
mediadas por células, hipersensitividade do tipo retardada e lesão tissular em infecções 
e doenças autoimunes. As células T helper 2 (Th2) secretam citocinas de 
características anti-inflamatórias e estão associadas com a produção de anticorpos por 
células B. Infecções com uma resposta imune humoral dominante induzem uma alta 
expressão de citocinas relacionadas à Th2, enquanto as de resposta de 
hipersensitividade do tipo retardada e defesa com domínio da atividade celular, exibem 
uma alta expressão das citocinas Th1. Na dengue, a resposta Th1 está ligada a 
recuperação da infecção enquanto uma resposta tipo Th2 leva à exacerbação da 
doença (GUPTA; CHATURVEDI, 2009).  
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3.6.2.1.2.3 Resposta mediada por anticorpos 
 
O período de viremia, ou seja, o período no qual o vírus pode ser isolado do 
sangue circulante, começa cerca de 2 dias antes do início dos sintomas e vai até 5 a 6 
dias depois, quando ocorre um clearence viral (a eliminação do vírus) da circulação e o 
aparecimento dos anticorpos neutralizantes (DA FONSECA; FONSECA, 2002). 
Estudos sorológicos demonstram a formação de anticorpos neutralizantes, 
fixadores do complemento e inibidores de hemoaglutinação como resposta à infecção 
pelo DENV (DA FONSECA; FONSECA, 2002). Anticorpos neutralizantes e inibidores 
de hemoaglutinação surgem nos primeiros 7 dias da doença e podem durar toda a 
vida. Os anticorpos fixadores do complemento aparecem entre 7 e 14 dias depois do 
começo da enfermidade e persistem por curto tempo. Anticorpos heterotípicos 
aparecem ao mesmo tempo em que aqueles homotípicos, porém, em menor 
concentração. Reações cruzadas são encontradas em diferentes sorotipos e com 
outros arbovírus, embora, usualmente, os títulos dos anticorpos específicos se 
apresentem em concentrações bem mais elevadas. As infecções naturais produzem 
uma imunidade prolongada a uma reinfecção pelo mesmo sorotipo e protegem contra 
uma infecção por tipo diferente por um período de apenas 2 a 3 meses (DA FONSECA; 
FONSECA, 2002). 
Quando se fala das respostas ao DENV mediadas por anticorpos em humanos, 
os principais alvos são as proteínas prM, E e as proteínas não estruturais NS1, NS3 e 
NS5 (ROTHMAN, 2011). Os anticorpos, principalmente os que se ligam a epítopos da 
proteína E, promovem lise do envelope ou bloqueio de seus receptores, com 
consequente neutralização viral. O mecanismo de neutralização relaciona-se à 
dissociação do dímero da E pela presença do anticorpo, impedindo as alterações 
conformacionais que levam aos trímeros da proteína E, as quais são importantes na 
entrada do vírus na célula hospedeira. A neutralização também pode ocorrer obstruindo 
o sítio de ligação viral ao receptor de membrana celular (ALLISON et al., 1995; 
CHAMBERS et al.,  1990, 1997; KURANE; ENNIS, 1992). A proteína prM forma um 
heterodímero com a proteína E durante montagem do vírion inicial e é 
subsequentemente clivada durante a fase final da maturação do vírion. Depois da 
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clivagem, o fragmento remanescente (a proteína M) está completamente oculto pelos 
dímeros da proteína E do vírion maduro e torna-se inacessível para a ligação do 
anticorpo. Os anticorpos neutralizantes são direcionados contra a proteína E e agem 
em todos os epítopos próximos (ROTHMAN, 2011). Quanto aos anticorpos produzidos 
contra proteínas não estruturais, foi visto que os anticorpos contra a NS1 induzem 
apoptose de células endoteliais de maneira caspase-dependente (MALAVIGE et al., 
2004).  
Nos pacientes com dengue, a resposta humoral produzida por plasmócitos 
resultantes da ativação de linfócitos B costuma ser vigorosa. As imunoglobulinas M 
(IgM) específicas são detectáveis a partir do quarto dia, após o início dos sintomas, 
atingindo os níveis mais elevados por volta do sétimo ou oitavo dia e declinando 
lentamente, passando a não ser detectáveis após alguns meses. As IgGs específicas 
são observadas, em níveis baixos, a partir do quarto dia após o início dos sintomas, 
elevam-se gradualmente atingindo altos teores em duas semanas e mantendo-se 
detectáveis por vários anos, conferindo imunidade contra o tipo infectante, 
provavelmente, por toda a vida (FIGUEIREDO; CARLUCCI; DUARTE, 1989). Infecções 
por dengue em indivíduos que já tiveram contato com outros sorotipos do vírus ou, 
mesmo, com outros flavivírus (como os vacinados contra a febre amarela), podem 
alterar o perfil da resposta imune, que passa a ser do tipo anamnéstico ou de infecção 
secundária (reinfecção), com baixa produção de IgM e liberação intensa e precoce de 
IgG (RUSSEL,  1971). Depois da ligação com o antígeno, as diferentes subclasses de 
IgG variam em sua capacidade de ativar a via clássica do complemento. A IgG1 tem 
sido bastante efetiva, enquanto IgG2 tem sido menos. Altos níveis de IgG1 e IgG4 
específicos e baixos níveis de IgG2 são observados em pacientes com dengue grave, 
comparados com aqueles com dengue não grave (MALAVIGE  et al., 2004). Além 
disso, os pacientes com dengue grave apresentam níveis de Imunoglobulinas E (IgE) 
totais e dengue-específicos muito mais aumentados que os pacientes com dengue não 
grave (MALAVIGE et al., 2004). 
 
  
3.6.2.2 Receptores e citocinas na dengue 
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Em todas as fases da resposta imune, seja inata ou adaptativa, o papel de 
citocinas e de receptores envolvidos na entrada do DENV na célula hospedeira e na 
resposta imune é fundamental.  No contexto da infecção pelo DENV, os receptores 
FcγRIIa, DC-SIGN e receptor da vitamina D (do inglês: Vitamin D Receptor - VDR) e as 
citocinas fator de necrose tumoral alfa (do inglês: Tumor Necrosis Factor alpha -TNF-
α), Interleucina-4 (IL-4), Interleucina-6 (IL-6) e INF-γ exercem papel de destaque . 
 
 
3.6.2.2.1 Receptores na dengue 
 
3.6.2.2.1.1 FcγRIIa  
 
As IgGs exercem inúmeras funções biológicas importantes por interagirem com 
vários tipos celulares. A base desta interação é a ligação dos domínios Fc da IgG com 
receptores específicos denominados receptores Fc (do inglês: Fc receptors - FcR) 
presentes nas membranas de células do sistema imune. Assim, os FcR são 
importantes mediadores da ligação entre as respostas imune humoral e celular 
(DAERON, 1997). O receptor FcγRIIa (CD32) (Figura 12) é um receptor presente na 
superfície celular de macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, plaquetas, DCs e células de 
Langerhans. Por ser um receptor de baixa afinidade, a ligação às IgGs monoméricas é 
ineficiente, mas a ligação à porção Fc das IgGs previamente complexadas ao antígeno 
multivalente, ou seja, na forma de ICs, ocorre com alta afinidade (DAERON, 1997; VAN 
DE WINKEL; CAPEL, 1993). O FcγRIIa é o receptor de IgG mais amplamente 
distribuído entre as células e a sua principal função é a ativação de células acessórias, 
o que o torna essencial na defesa do organismo contra infecções (OMI et al., 2002). A 
ligação desse receptor ao DENV opsonizado por IgGs pode ativar os fagócitos, 
desencadeando uma variedade de respostas biológicas, tais como: fagocitose, 
endocitose, citotoxicidade celular dependente de anticorpos, liberação de mediadores 
inflamatórios, captura e clearance de ICs, aumento da apresentação de antígenos 
(VAN DE WINKEL; CAPEL, 1993), transcrição de genes de citocinas (RAVETCH; 
BOLLAND, 2001), aumento da explosão respiratória (DAERON, 1997), dentre outras. O 
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FcγRIIa não reconhece diretamente o antígeno, mas funciona como receptor de 
membrana para antígenos sem nenhuma especificidade pré-determinada. Quando se 
liga a esse receptor, o anticorpo confere ao antígeno especificidade para uma grande 
variedade de células, a maioria das quais são destituídas de estruturas de 
reconhecimento de antígeno (DAERON, 1997) (Figura 13). O DENV utiliza o FcγRIIa 
para amplificar sua infecção nas células, pelo efeito denominado ADE, como já 
discutido.  
 
 
Figura 12. Representação esquemática dos receptores Fc, com destaque para o receptor FcγRIIa. ITAM: 
Sequência de Ativação de Imunoreceptor baseada em tirosina (do inglês: Immunoreceptor tyrosine-
based activation motif); ITIM: Sequência de inibição de Imunoreceptor baseada em tirosina (do inglês: 
Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif). 
Fonte: adaptado de Menéndez (2010). 
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Figura 13. Esquema mostrando o receptor Fc interagindo com um patógeno revestido por anticorpo. 
Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/File:Fc_receptor_schematic.svg. 
 
 
3.6.2.2.1.2 DC-SIGN (CD209)  
 
A molécula DC-SIGN (Figura 14), também conhecida pelo nome do gene que a 
codifica, CD209, é um receptor que tem alta afinidade pela molécula de ICAM-3. É um 
receptor de fixação natural dos DENV, expresso na superfície das DCs e macrófagos, 
dentre outras células (NAVARRO-SANCHEZ et al., 2003; TASSANEETRITHEP  et al., 
2003; LOKE et al., 2002). Após a introdução do DENV na pele, devido à sua presença 
no local anatômico da infecção inicial, as DCs imaturas são as primeiras células a 
serem infectadas. Além disso, as DCs imaturas são mais permissivas à infecção pelo 
DENV que as DCs maduras, monócitos e macrófagos (WU et al., 2000). A entrada do 
DENV nas DCs mediada pelo receptor DC-SIGN permite a infecção produtiva, 
liberando virions capazes de transmitir a infecção a células susceptíveis. Mais 
precisamente, o DC-SIGN é uma proteína transmembrana tetramérica, membro da 
família das lectinas tipo C e dependentes de cálcio. Atua reconhecendo resíduos de 
manose presentes na proteína E do DENV e assim, medeia o processo de endocitose 
viral (NAVARRO-SANCHEZ; DESPRES; CEDILLO-BARRON, 2005; MITCHELL; 
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FADDEN; DRICKAMER, 2001). O DC-SIGN é composto por 4 domínios: o 
citoplasmático, responsável pela sinalização e internalização; o transmembrana;  sete a 
oito repetições que implicam em sua tetramerização e o domínio de reconhecimento de 
carboidrato (do inglês: Carbohydrate Recognition Domain  - CRD) (MITCHELL; 
FADDEN; DRICKAMER, 2001). De acordo com um estudo in vitro, a infecção pelo 
DENV leva a um amadurecimento e ativação tanto das DCs infectadas, quanto das 
DCs vizinhas não infectadas (LIBRATY et al., 2001). A ativação e o amadurecimento 
das DCs implicam na expressão de moléculas na sua superfície e também da 
expressão de citocinas (Ho et al. 2001).  
 
 
Figure 14. Estrutura do receptor DC-SIGN na superfície de uma célula dendrítica. A - domínio 
citoplasmático; B - domínio transmembrana; C - sete a oito repetições, responsáveis pela tetramerização 
do receptor e D - domínio de reconhecimento de carboidrato. 
Fonte: Alen; Schols (2012). 
 
 
3.6.2.2.1.3 VDR 
 
A Vitamina D tem efeitos anti-inflamatórios, como a redução da produção de 
citocinas pelas células T e de IgGs pelas células B (DANIEL et al., 2005) e tem suas 
funções exercidas por meio do receptor VDR. Por mediar as funções da vitamina D e 
por ser expresso em células do sistema imune, o VDR tem papel importante na 
imunomodulação. Este receptor pertence à superfamília de receptores nucleares 
hormonais e funciona como um fator de transcrição ativado para mediar os efeitos da 
vitamina D na sua forma hormonal, a 1,25 diidroxi-vitamina D3 (1,25(OH)2D3) 
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(PETERLIK; CROSS, 2005). Na ausência do VDR a 1,25(OH)2D3 fica livre no 
citoplasma (NAGPAL; NA; RATHANACHALAM, 2005). Quando um linfócito T virgem 
tem seu receptor (do inglês: T-Cell Receptor - TCR) exposto a um antígeno 
apresentado por uma APC, o gene que codifica o VDR é expresso. O VDR produzido 
se liga então à 1,25(OH)2D3 no citoplasma da célula T. Após essa ligação, o VDR  
volta ao núcleo e ativa o gene que codifica a fosfolipase C gamma 1 (do inglês: 
Phospolipase C gamma 1 - PLCγ1). Essa proteína tem função central na ativação 
completa do linfócito T (JOSEPH et al., 2012; PROVVEDINI et al., 1983; VONESSEN  
et al., 2010). Assim, a expressão do VDR é fundamental na ativação completa dos 
linfócitos T virgens (VONESSEN  et al., 2010) (Figura 15).  
 
 
Figura 15. Representação esquemática da atuação do receptor VDR no sistema imune. Ao reconhecer 
antígenos com o seu receptor (TCR), a célula T envia sinais de ativação da expressão gênica para o 
gene que codifica o receptor VDR (1). Ocorre a produção de VDR (2) e a ligação deste com a vitamina D 
no citoplasma celular (3). Após essa ligação, o VDR volta ao núcleo celular e ativa o gene que codifica a 
proteína fosfolipase C gamma 1 (PLCγ1) (5). Esta proteína é então sintetizada (6) e as células T são 
mantidas ativas.  
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Fonte: http://vitaminad.nositio.net/news/vitaminad-autoimunes.htm 
 
A expressão do VDR e a ligação deste à 1,25(OH)2D3  tem importante papel 
tanto no desenvolvimento e diferenciação, quanto na  função efetora das células T 
(CANGANELLA; KATO; HORIKOSHI, 2000), participando da ativação de monócitos, 
que são importantes sítios da infecção e replicação do DENV. Além disso, o VDR 
também atua na supressão da produção de IgGs e da proliferação de linfócitos B 
(MACDONALD et al., 1994; HALSTEAD; O’ROURKE; ALLISON, 1977). Outro papel 
imunorregulatório da vitamina D é a regulação negativa da expressão de citocinas pró-
inflamatórias, tais como o TNF-α e IFN-γ nas células do sistema imune (PEURTA-
GUARDO et al., 2012; VIDYARANI et al., 2007). Foi demonstrado que a vitamina D 
suprime a replicação do DENV (PEURTA-GUARDO et al., 2012). Um estudo recente 
relatou níveis mais elevados de 1,25(OH)2D3 em pacientes infectados pelo DENV, em 
relação aos controles aparentemente saudáveis (ALAGARASU et al., 2012). Além 
disso, tem sido demonstrado que a vitamina D regula positivamente a expressão de 
receptores de entrada do DENV, como o DC-SIGN e o FcγRIIa (RIGBY et al., 1984; 
TORRES et al., 2010; ZHU; ZHOU; ZHENG, 2002)  
 
 
3.6.2.2.2 Citocinas na dengue 
 
Citocinas são bastante envolvidas na resistência a infecções e na exarcebação 
do quadro clínico das infecções. Estas proteínas regulam tanto o início quanto a 
manutenção e equilíbrio das respostas imunológicas contra patógenos (DITTMER et 
al., 2001), além de selecionar o tipo de resposta imune de acordo com o perfil da 
infecção (ABBAS; LICHTMANN, 2007). Experimentos realizados em camundongos 
com inativação de genes que codificam citocinas têm revelado como essas proteínas 
regulam as respostas imune contra infecções (DITTMER et al., 2001; LIBLAU; 
SINGER; MCDEVITT, 1995). O centro dessa regulação são as células T CD4+, que 
como já dito, são subdivididas em células Th1 e Th2, de acordo com o tipo de citocinas 
que produzem. Células Th1 produzem, por exemplo, INF-γ, o qual induz a resposta 
imune celular e neutralização viral por IgG2 (LIBLAU; SINGER; MCDEVITT, 1995). Em 
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contraste, as células Th2 secretam, por exemplo, IL-4, que estimula a proliferação de 
células B e a diferenciação de IgGs em IgG1 e IgE (LIBLAU; SINGER; MCDEVITT, 
1995). Sabe-se que em humanos a IL-4 estimula a diferenciação das IgGs em IgG4 
(LEE et al., 2013). O balanço entre essas duas respostas tem papel importante na 
imunidade e na patogênese de muitas doenças infecciosas (CLERICI; SHEARER, 
1993; CONSTANT; BOTTOMLY, 1997; GAZZINELLI; GIESE; MORSE, 1994; 
KANAGAWA et al., 1993; MORAWETZ et al., 1994; SITBON et al., 1985) como a 
dengue (Figura 16).  
 
 
Figura 16. Modelo hipotético sobre a atuação das citocinas TNF-α, INF-γ, IL-4 e IL-6 durante a infecção 
pelo vírus da dengue (DENV). Detalhes sobre a atuação de cada citocina se encontram no texto. 
Fonte: adaptada de Bozza et al. (2008). 
 
Um estudo realizado por Chaturvedi et al. (1999) mostrou o momento em que 
citocinas envolvidas na resposta imunológica contra o DENV aparecem no plasma de 
pacientes infectados. As primeiras citocinas a apresentarem altos níveis plasmáticos 
em células infectadas com o DENV são TNF-α (primeiro dia de infecção, com valor 
76 
 
 
 
máximo no segundo, declinando rapidamente e estabilizando em um valor médio no 
quinto dia), INF-γ (segundo dia de infecção, com valor máximo no terceiro e 
desaparecendo no sexto dia após uma queda brusca) e IL-6 (primeiro dia de infecção, 
com valor máximo no segundo, declinando rapidamente após o quarto dia e 
estabilizando em um valor médio no oitavo dia), dentre outras. As citocinas que 
aparecem mais tardiamente são IL-4 (sexto dia de infecção, com valor máximo no 
sétimo), dentre outras. Os achados do estudo de Chaturvedi et al.  (1999) ainda 
mostram que ocorre uma mudança da resposta Th1, observada na fase inicial da 
infecção (nos três primeiros dias), para a resposta Th2 na fase mais tardia da infecção 
(após o quarto dia). 
  
 
3.6.2.2.2.1 TNF-α 
 
Citocinas pró-inflamatórias apresentam um importante papel na patogênese da 
dengue grave, especialmente o TNF-α, o INF-γ e a IL-6 (CHAKRAVARTI; KUMARIA, 
2006; RESTREPO et al., 2008). O TNF-α é uma citocina multifuncional liberada por 
monócitos infectados pelo DENV e é considerada o mais importante modulador 
inflamatório (CARDIER et al., 2005; YEN et al., 2008). Dentre as funções do TNF-α 
estão a indução da produção de outras citocinas e quimiocinas pelas células do 
sistema imune e da expressão de moléculas de adesão, além do aumento da 
permeabilidade do endotélio e o consequente aumento do número de células 
mononucleadas no local da inflamação (CERAMI, 1993; VASSALLI, 1992). A principal 
função fisiológica do TNF-α  é estimular o recrutamento de neutrófilos e monócitos para 
locais de infecção e ativar essas células para erradicar os microrganismos, sendo 
responsável pela regulação da imunidade inata e mediação da inflamação aguda. A 
sinalização do TNF-α é realizada principalmente por meio de receptores de superfície 
celular, que ativam fatores de transcrição nucleares promotores de vários genes pró-
inflamatórios (WALLACH et al., 1999). Além de induzir as vias de produção de reativos 
de oxigênio, a ligação do TNF-α aos seus receptores pode ativar a via das caspases e 
desencadear o processo de apoptose celular (HEHLGANS; PFEFFER, 2005). A sua 
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potente ação biológica propicia um intenso dano tecidual e quando liberado em altas 
concentrações sistemicamente, pode ser responsável por quadros de hipotensão, 
extravasamento plasmático e estimulação de cascatas de coagulação em condições 
patológicas como a dengue (PFEFFER, 2003; PINTO et al., 1999).  
O aumento dos níveis plasmáticos de TNF-α tem sido associado à dengue 
(CHATURVEDI et al., 2000; HARAPAN et al., 2013). Dewi, Takasaki e Kurane (2004) 
mostraram que o TNF-α é capaz de aumentar a permeabilidade das células do 
endotélio in vitro, o que sugere seu possível papel na dengue grave. Em um modelo 
animal de dengue grave induzida, altos níveis de TNF-α em alguns tecidos foram 
correlacionados com o apoptose de células endoteliais e hemorragia (CHEN et al., 
2007). Por fim, o TNF-α pode ser associado à patogênese da dengue por vários 
motivos: a) aumenta a permeabilidade capilar; b) aumenta a expressão de fator tecidual 
em monócitos e células endoteliais; c) diminui a expressão de trombomodulina em 
células endoteliais; d) influência na produção de IL-6, atuando indiretamente na 
coagulação e fibrinólise e e) medeia a ativação da morte induzida de células T 
(MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009). 
 
 
3.6.2.2.2.2 IL-4 
 
A IL-4 é uma citocina anti-inflamatória multifuncional, que se liga ao receptor de 
IL-4 (IL-4R) para mediar a diferenciação de células T ativada por antígenos (NELMS et 
al., 1999).  DCs infectadas pelo DENV induzem a proliferação de células T e a 
produção de IL-4 (HO et al., 2004).  Das citocinas associadas à patogênese da dengue, 
a IL-4 se destaca por seu papel na mudança da resposta imune Th1 para a resposta 
Th2 (CHATURVEDI; NAGAR; SHRIVASTAVA, 2006). Essa citocina é primariamente 
produzida pelas células Th2 e regula o crescimento das células B e a troca de classe 
das IgGs, assim como suprimi a resposta Th1 (LOKE et al., 2002) (Figura 17). Altos 
níveis plasmáticos de IL-4 têm sido associados à dengue grave (MARTINA; KORAKA; 
OSTERHAUS, 2009). A resposta Th1 tem sido relacionada à eliminação da infecção, 
enquanto que a resposta Th2, cujo principal indutor é a IL-4, (BERNASCONI et al., 
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1995; CHEN et al., 2005, 2007; GREEN et al., 1999; SPELLBERG; EDWARDS, 2001), 
tende a levar à patologia severa e à exarcebação da doença, com persistência da 
infecção (MOSMANN; SAD, 1996). Como já dito, das citocinas envolvidas na 
patogênese da dengue, as níveis de TNF-α, INF-γ e IL-6 somem rapidamente, 
enquanto que os níveis de IL-4 sobem do quarto ao oitavo dia de infecção. Estudos 
demonstram que o aumento de IL-4 e consequentemente da resposta Th2 
acompanham a defeverscência (MABALIRAJAN et al., 2001). Em geral, níveis 
plasmáticos de citocinas da resposta Th1 são altos na dengue não grave, somente 
algumas permanecendo na dengue grave. Já níveis plasmáticos de citocinas da 
resposta Th2 são elevados somente na dengue grave (CHATURVEDI et al., 1999, 
2000;  CHEN et al., 2005, 2007; GREEN et al., 1999; YEH et al., 2006). 
 
Figura 17. Esquema das funções da citocina IL-4.  
Fonte: Elsevier. Abbas et al.: Cellular and Molecular Immunology.  
Disponível em: www.studentconsult.com. 
 
 
3.6.2.2.2.3 IL-6 
 
A IL-6 é uma citocina pleiotrópica que possui função anti e pró-inflamatória e é o 
maior mediador da febre e das reações da fase aguda de infecções. É produzida 
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durante as respostas imunes inata e adaptativa por linfócitos T e B, macrófagos, 
monócitos, fibroblastos, células endoteliais ativadas e DCs (MARTINA; KORAKA; 
OSTERHAUS, 2009; TERRY; LOUKACI; GREEN, 2000). Um estudo confirmou que a 
IL-6 possui importante influência na coagulação e na fibrinólise (SHEN et al., 2001). 
Essa citocina é associada com a dengue pelos seguintes motivos: a) juntamente com 
outras citocinas pró-inflamatórias, potencializa a cascata de coagulação; b) diminui a 
produção de TNF-α e de seus receptores e c) é um potente indutor da febre 
(MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009). Altas concentrações de IL-6 têm sido 
envolvidas no vazamento de plasma e desenvolvimento de choque hipovolêmico 
(OGAWA; GRANT, 2007). Em um modelo animal, os níveis plasmáticos de IL-6 se 
mostraram altos em animais infectados pelo DENV (ATRASHEUSKAYA et al., 2003). 
Em humanos os níveis plasmáticos de IL-6 têm sido altos em pacientes com dengue 
grave (JUFFRIE et al., 2001; RESTREPO et al., 2008).  
A IL-6 tem importante papel no balanço entre as respostas Th1 e Th2. Essa 
citocina promove a produção de IL-4 pelas células T e a consequente diferenciação das 
células T CD4+ em células Th2. Além disso, a IL-6 inibe a produção de INF-γ e, 
consequentemente, a diferenciação das células T CD4+ em Th1 (DIEHL; RINCÓN, 
2002).  Foi demonstrado que a diferenciação para Th2 induzida pela IL-6 é dependente 
de IL-4, mas a inibição da diferenciação para Th1 não é (DIEHL; RINCÓN, 2002). No 
estudo de Chaturvedi et al. (1999), comentado acima, foi visto que inicialmente a 
dengue é caracterizada pela presença de citocinas Th1 e posteriormente pelas 
citocinas da resposta Th2. A IL-6 é uma citocina considerada Th2 por induzir a 
produção de anticorpos por células B e por atuar na inflamação aguda. Mesmo assim, 
é uma citocina que aparece em níveis altos no plasma no início da dengue 
(ROMAGNANI, 1994). Embora seus níveis diminuam no quarto dia, persiste em níveis 
baixos (CHATURVEDI et al., 1999). 
 
 
3.6.2.2.2.4 INF-γ 
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O INF-γ, único representante da classe de interferon do tipo II, é considerado 
uma citocina efetora da resposta imune inata e adaptativa, característica das respostas 
Th1. É produzido e secretado por células NK e linfócitos T (ABBAS; LICHTMANN, 
2007) e exerce papel crítico na imunidade inata e adaptativa contra infecções virais. 
Entre suas ações biológicas está a ativação de macrófagos, facilitando a ação dos 
linfócitos T e das células NK na eliminação dos micro-organismos fagocitados. Além 
disso, essa citocina estimula: a síntese de espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico; 
a expressão de moléculas do complexo maior de histocompatibilidade (do inglês: Major 
Histocompatibility Complex - MHC) de classe I e II e de moléculas coestimulatórias nas 
células APCs; a diferenciação de linfócitos T CD4+ para Th1; a inibição da resposta 
Th2; os linfócitos B para mudança de classe, especialmente para IgG2; a ativação do 
complemento, permitindo a fagocitose de micro-organismos opsonizados;  a ativação 
de neutrófilos e a atividade citolítica das células NK (SCHOENBORN; WILSON, 2007) 
(Figura 18). 
A liberação de INF-γ por linfócitos T é ativada durante a infecção pelo DENV 
(WAGENNAR; MAIRUHU; VAN GORP, 2004). Foi visto que esta citocina é 
significantemente mais vista no plasma de pacientes com dengue grave, quando 
comparados com pacientes com dengue não grave (BOZZA et al., 2008; HARAPAN et 
al., 2013). Altos níveis de INF-γ têm sido associados à severidade da dengue 
(LIBRATY et al., 2002) e foram observados em pacientes da Ásia e da América Latina 
(AZEREDO et al., 2006). A produção de INF-γ pelas células Th1 ativa a produção de 
TNF-α, fator tecidual, fator ativador de plaquetas, dentre outros mediadores. Estes 
participam da ativação das plaquetas e células endoteliais, levando ao consumo das 
primeiras, ao aumento da permeabilidade endotelial, à hipotensão e consequentemente 
ao choque (MANGADA; ROTHMAN, 2005; MANDAGA et al., 2002).  
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Figura 18. Esquema mostrando algumas funções biológicas da citocina INF-γ. 
Fonte: Elsivier. Abbas et al.: Cellular and Molecular Immunology.  
Disponível em: www.studentconsult.com.  
 
 
 
3.7 POLIMORFISMOS GENÉTICOS NA DENGUE E EM OUTRAS INFECÇÕES 
 
Como visto, a exposição ao DENV provoca uma grande variedade de respostas 
imunológicas geneticamente controladas no hospedeiro. Estudos epidemiológicos em 
alguns países confirmam que SNPs em genes que codificam moléculas 
imunomoduladoras e envolvidos na entrada e na replicação viral (FcyRIIa, VDR, 
CD209, IL-4, IL-6, TNF-a, INF-y, entre outros) desempenham importante papel na 
susceptibilidade e resistência à dengue e na severidade da doença (ALAGARASU et 
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al., 2012; HARAPAN et al., 2013; WAGENAAR; MAIRUHU; VAN GORP, 2004). 
Acredita-se que o tempo de permanência dos sintomas nos pacientes após a fase 
aguda da doença, já verificada em vários estudos (GARCÍA et al., 2011; GONZÁLEZ et 
al., 2005; LOW et al., 2006; SEET; QUEK; LIM, 2007; TEIXEIRA et al., 2010; 
TRISTÃO-SÁ et al., 2012) também tenha bases genéticas. Somente um estudo 
verificou a relação de um desses SNPs com a persistência de sintomas da dengue 
após a fase aguda da doença (GARCÍA et al., 2011).  
Foi visto que a presença de certos genótipos de genes que codificam citocinas e 
de genes que codificam moléculas envolvidos na resposta imune influencia o resultado 
da infecção pelo DENV (STEPHENS, 2010; TUMANGGER; JAMIL, 2010). Variações 
na resposta imune como consequência de SNPs nos genes FcyRIIa, VDR e CD209 
podem desempenhar um papel importante no caminho que leva aos sintomas da 
dengue e consequentemente no resultado da infecção (SWAMINATHAN; KHANNA, 
2009). SNPs em genes que codificam citocinas estão correlacionados com as suas 
produção e função, potencialmente conferindo flexibilidade para a resposta imune. O 
estudo desses SNPs como fatores genéticos do hospedeiro pode auxiliar na obtenção 
de importantes conhecimentos e no desenvolvimento de intervenções terapêuticas e 
preventivas contra a dengue.  
 
 
3.7.1 SNP no gene FcγRIIa 
 
O gene FcγRIIa, que codifica o  receptor FcγRIIa (CD32) se localiza na região 
1q23 e contém sete éxons (PROVENZANO, 2008). Polimorfismos alélicos neste gene 
geram diferentes isoformas que podem alterar sua afinidade de ligação às subclasses 
de IgG. O SNP denominado -131H/R (rs1801274), na posição 494 da região codificante 
do éxon 4 (Figura19), altera o AA na posição 131, resultando em duas formas 
codominantemente expressas de FcγRIIa (SALMON et al., 1992; TATE et al., 1992).  O 
alelo normal, com códon CAT e codificação de histinina (H) na posição 131, confere a 
capacidade de ligação do repector a IgG2 , além de aumentar a afinidade de ligação a 
IgG3. Já o alelo raro, com códon CGT e codificação de Arginina (R) na posição 131, 
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resulta na ligação eficiente do receptor a IgG1 e IgG3, não se ligando a IgG2 nem a 
IgG4 (BROUWER et al., 2004; GARCÍA et al., 2011; PROVENZANO, 2008; SALMON 
et al., 1992; TATE et al., 1992; VAN DE WINKEL; CAPEL, 1993; WARMENRDAM  et 
al., 1991). Assim, variantes polimórficas influenciam na variabilidade da resposta imune 
e, portanto na patogênese da dengue. Estudos mostram a associação entre o alelo R e 
a proteção recessiva contra o desenvolvimenro da dengue grave (COFFEY et al., 2009; 
LOKE et al., 2002). As subclasses IgG1 e IgG3 são as IgGs predominantes na dengue 
(KORAKA et al., 2001) e o genótipo R/R promove uma ligação eficiente entre o 
receptor e essas IgGs (VAN DE WINKEL; CAPEL, 1993; VAN SORGE; VAN DER POL; 
VAN DE WINKEL, 2003). Consequentemente, o sinal gerado após a interação entre 
FcγRIIa e o complexo DENV/IgG1 ou DENV/IgG3 pode estar associado com uma 
formação eficiente de fagolisossomos, eliminação dos ICs e, consequentemente, com o 
controle da disseminação viral (FORTHAL; MOOG, 2009; ISRAELSSON et al., 2008; 
MOI et al., 2010). Isso explica a proteção conferida pelo genótipo R/R. Um estudo 
realizado por García et al. (2011), analisou a relação entre esse SNP e a persistência 
de sintomas da dengue dois anos após a infecção, que ocorreu em 55 dos 97 
pacientes do estudo. Os autores associaram a persistência de sintomas clínicos da 
dengue na fase de convalescença com o genótipo H/H (p=0,027), sugerindo um 
distúrbio auto-imune como explicação para os sintomas clínicos da dengue persistirem.  
Sendo assim, a persistência de sintomas clínicos após a fase aguda da dengue 
pode ser influenciada pelo SNP -131H/R no gene FcγRIIa (GARCÍA et al., 2010). Por 
isso, mais estudos relacionando esse SNP com a persistência de sitomas da dengue 
são necessários para um melhor conhecimento e possível uso essa relação na 
melhoria da prevenção e terapia contra a dengue.  Além da dengue, esse SNP tem 
sido associado à susceptibilidade a outras infecções como doença meningocócica 
(LOKE et al., 2002), infecção por Streptococcus pneumonie (BROUWER et al., 2004) e 
infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (do inglês: Human Immunodeficieny 
Virus - HIV) (YUAN et al., 2003). O genótipo R/R tem sido associado à proteção contra 
infecções causadas por patógenos intracelulares (BOSSUY et al., 2007; COOKE et al., 
2003; YEE et al., 2000). 
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Figura 19. Representação esquemática do gene FcγRIIa. Os éxons são mostrados em rosa. O tamanho 
real dos éxons não foi levado em consideração na confecção da ilustração. 
 
 
3.7.2 SNP no gene CD209 
 
Dentre os fatores genéticos do hospedeiro envolvidos na patogênese da 
infecção pelo DENV também estão as variações alélicas no promotor do gene CD209. 
Esse gene é localizado na região 19p13.2-3 e possui 7 éxons (SAKUNTABHAI et al., 
2005) (Figura 20). Vários SNPs no promotor do gene CD209 foram descritos e dentre 
esses, o -336A/G (rs4804803) é importante por afetar a atividade transcricional do gene 
(MEI-SHU, 2007). Acredita-se que a variante guanina (G) na posição 336 na região 
promotora do gene CD209 esteja associada com a proteção dominante contra a 
dengue não grave, mas não contra a dengue grave (COFFEY et al., 2009; 
SAKUNTABHAI et al., 2005). A menor expressão do CD209, contendo o G na posição 
336 do promotor, pode resultar na menor susceptibilidade das DCs ao DENV 
(NAVARRO-SANCHEZ et al., 2003; TASSANEETRITHEP et al., 2003), o que 
protegeria  somente contra a dengue não grave, uma vez que processos 
patofisiológicos distintos podem prevalecer na dengue grave (SAKUNTABHAI et al., 
2005). Devido a essa influência do gene CD209 na patogênese da dengue e na 
orientação da doença (grave ou não grave), acredita-se que SNPs no promotor desse 
gene também podem estar associados à persistência de sintomas clínicos da dengue 
na fase de convalescença dessa doença. Além da dengue, o SNP -336A/G também 
tem sido associado a: infecções por vírus como HIV, vírus da hepatite C (do inglês: 
Hepatitis C Virus - HCV), citomegalovírus, vírus Ebola e SARS coronavírus; infecções 
por bactérias como a Micobacterium tuberculosis e por parasitas como Leishmania e 
Schistosoma mansoni (HALARY et al., 2002; KLIMSTRA et al., 2003; TAILLEUX et al., 
2003; VAN KOOYK; APPELMELK; GEIJTENBEEK, 2003;  YANG et al., 2004).  
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Figura 20. Representação esquemática do gene CD209. A região promotora está em preto, os éxons em 
azul e a região não traduzida está em branco. 
Fonte: adaptada de Mei-Chu, 2007. 
 
 
3.7.3 SNP no gene VDR 
 
Um componente ligado ao sistema imune e que também influencia na 
severidade da dengue é o SNP denominado TaqI (rs731236) no gene VDR, que 
codifica o receptor de mesmo nome, VDR. Esse gene é localizado na região 12q13-14 
e possui 11 éxons (LOKE et al., 2002). A troca de timina (T) para citosina (C) no éxon 
9, códon 352 e posição 1056 do gene VDR (Figura 21), é associada com a proteção ou 
susceptibilidade a determinadas infecções (BELLAMY et al., 1999; GENNARI et al., 
1997; ROY et al., 1999). A expressão do VDR pode afetar a susceptibilidade ao 
desenvolvimento da dengue grave, uma vez que age direta e indiretamente em células 
alvo da infecção e replicação do DENV (HALTEAD; O’ROURKE; ALLISON, 1977). O 
alelo com C foi associado à proteção contra dengue grave, de modo significante 
(COFFEY et al., 2009). Do mesmo modo que o SNP TaqI está associado à dengue 
grave, também pode estar relacionado às manifestações clínicas da dengue após a 
fase aguda da doença. SNPs no gene VDR também tem sido associados à tuberculose 
pulmonar (BELLAMY et al., 1999; ROY et al., 1999), à doença periodontal (BORGES, 
2006; DE SOUZA, 2007) e à doença renal crônica (DE SOUZA, 2007). 
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Figura 21.  Representação esquemática gene VDR. Os éxons estão em rosa. O tamanho real dos éxons 
não foi levado em consideração na confecção da ilustração. 
  
 
3.7.4 SNP no gene TNF-α 
 
Outra variável do sistema imune que influencia nos sintomas clínicos da dengue 
é o polimorfismo no promotor do gene TNF-α, que codifica a citocina TNF-α 
(FERNANDEZ-MESTRE et al., 2004). Esse gene é localizado na região MHC de classe 
III, no local 6p21.1–21.3 (BOIN et al., 2001) e possui 4 éxons (Figura 22). O SNP 
denominado -308A/G (rs1800629), localizado 308 nucleotídeos antes do sítio de início 
da transcrição, varia entre o alelo comum com adenina (A) e o alelo mais raro com G. 
Ele afeta a transcrição da citocina pró-inflamatória TNF-α, causando variações na sua 
produção e, consequentemente, nas respostas inflamatórias (REYNARD; TURNER; 
NAVARRETE, 2000). Estudos mostram que o alelo A é um forte ativador transcricional, 
associado com altos níveis de TNF-α, (WILSON et al., 1997). Altos níveis de TNF-α 
têm sido associados à dengue grave (AZEREDO et al., 2001; GAGNON et al., 2002) e, 
segundo Perez et al. (2010), essa associação é devido à grande influência do TNF-α no 
aumento da permeabilidade vascular.  De modo geral, os estudos mostram que há uma 
relação direta entre o grau de ativação de citocinas e a severidade da dengue. O 
elevado nível de expressão de TNF-α está associado ao aumento da morbidade e 
mortalidade em várias infecções (BOIN et al., 2001) e à maior susceptibilidade ao 
desenvolvimento da dengue grave (PEREZ et al., 2010). Desse modo, também é 
importante verificar a relação entre o SNP no promotor do gene da citocina TNF-α e 
persistência de sintomas clínicos da dengue na fase de convalescença. O genótipo AA, 
que promove o aumento da produção de TNF-α, também tem sido associado ao 
aumento da morbidade e mortalidade de várias outras infecções como sepse, malária, 
doença obstrutiva pulmonar crônica, leishmaniose, hepatite, dentre outras infecções 
(CZAJA et al., 1999; KNIGHT et al., 1999; LI et al., 1999; MIRA et al., 1999, ROOD et 
al., 2000). 
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Figura 22. Representação esquemática do gene TNF-α. Os éxons estão em azul e a região promotora 
em cinza. 
Fonte: Conde et al. (2010). 
 
 
3.7.5 SNP no gene IL-4 
 
O gene que codifica a IL-4 está localizado na região 5q31.1 e possui 4 éxons 
(CHU et al., 2012). O SNP denominado -590C/T (rs2243250), localizado no promotor 
do gene tem sido associado à redução do risco do desenvolvimento de infecções 
graves (HUNT et al., 2000). A substituição de uma C por uma T na posição -590 desse 
gene aumenta a produção de IL-4 (Figura 23) (BORISH et al., 1995; HUNT et al., 
2000). Altos níveis plasmáticos de IL-4 têm sido associados à dengue grave 
(MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009). Sua influência na patogênese da dengue 
incentiva a realização de estudos sobre sua associação com a persistência de 
sintomas clínicos da dengue após a fase aguda da infecção. Estudos têm associado 
esse SNP com malária (LOKOSSOU et al., 2013), infecção pelo vírus da influenza 
(MORAN et al., 1996); leishmaniose (STAGER et al., 2003),  dentre outras infecções. 
 
 
Figura 23. Representação esquemática do gene IL-4. Os éxons estão representados em rosa e a região 
promotora em vinho. O tamanho real dos éxons não foi levado em consideração na confecção da 
ilustração. 
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3.7.6 SNP no gene IL-6 
 
O gene que codifica a IL-6 é localizado na região 7p21.24 e possui 5 éxons 
(BOWCOCK et al., 1988). SNPs no promotor do gene IL-6 são responsáveis por 
variações transcricionais que alteram os níveis circulantes dessa citocina (FISHMAN et 
al., 1998). O SNP -174G/C (rs1800795) se localiza na posição -174 do sítio de início de 
transcrição (Figura 24) e envolve a substituição de uma G por uma C (HONSAWEK et 
al., 2011). O alelo G é caracterizado por promover maior produção de IL-6 e tem sido 
associado à proteção ao desenvolvimento de sintomas clínicos da dengue (MOREIRA 
et al., 2008). Esta associação foi baseada em duas atividades biológicas da IL-6: a) 
esta citocina atua na erradicação do DENV por estimular a resposta imune Th2 e b) 
esta citocina promove a diminuição dos sintomas consequentes da infecção, por inibir a 
fase aguda da resposta inflamatória (MOREIRA et al., 2008). Por ter essa influência na 
patogênese da dengue, acredita-se que esse SNP também possa ter relação com a 
ocorrência de persistência de sintomas clínicos da dengue na fase de convalescença. 
O SNP -174G/C tem sido associado também à infecção pelo M. tuberculosis (LOPES, 
2012) e pelo papilomavírus humano (NOGUEIRA DE SOUZA et al., 2006), à sepse 
(CARREGARO, 2008), dentre outras infecções.  
 
 
Figura 24. Representação esquemática do gene IL-6. Os éxons estão em rosa e a região promotora em 
vinho. O tamanho real dos éxons não foi levado em consideração na confecção da ilustração. 
 
 
3.7.7 SNP no gene INF-γ 
 
O gene humano INF-γ está localizado na região 12q24.1 e possui 4 éxons 
(BARON, 2002). O SNP +874T/A (rs2430561) está localizado no  íntron 1 (Figura 25), 
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coincidindo com o local de ligação do fator de transcrição nuclear kappa B (do inglês: 
Factor Nuclear Kappa B - NF-kB). Esse SNP tem sido associado a diversas infecções, 
principalmente àquelas provocados por patógenos intracelulares (CARDOSO et al., 
2010). O alelo selvagem T foi associado à alta produção de INF-γ (CARDOSO et al., 
2010; LIU et al., 2006; NATIVIDAD et al., 2005; PRAVICA et al., 2000). Altos níveis 
plasmáticos de INF-γ têm sido associados à dengue grave (LIBRATY et al., 2002). 
Esse SNP também tem sido associado a infecções por M. tuberculosis (LÓPEZ-
MADUERUELO et al., 2003), M. leprae (CARDOSO et al., 2010), salmonela, 
Leishmania e clamídia (AGNELLO; GADINA, 2006), dentre outras infecções. 
 
 
Figura 25. Representação esquemática do gene do INF-γ. Os éxons estão em azul. 
Fonte: Conde (2010). 
 
 
 
3.8 ESTUDOS DE CARACTERIZAÇÃO POPULACIONAL E DE ASSOCIAÇÃO COM 
DOENÇAS INFECCIOSAS 
 
 As populações podem diferir quanto às frequências alélicas e genotípicas, de 
modo que alelos ou genótipos muito comuns em um grupo podem ser raros ou mesmo 
ausentes em outro, especialmente quando as populações analisadas são relativamente 
isoladas. Alguns polimorfismos que melhor caracterizam grupos étnicos podem ser 
utilizados como marcadores em diversas áreas (BELTRAME, 2008). 
A população brasileira é de origem heterogênea, formada pela miscigenação de 
ameríndios, europeus e africanos, e mais recentemente, de imigrantes principalmente 
da Europa e da Ásia (BELTRAME, 2008). A população do ES, segundo o IBGE, é 
composta de 1,7 milhão de brancos (48,6%), 1,5 milhão de pardos (42,2%), 293 mil 
negros (8,4%) e 0,8% de amarelos (21,9 mil) ou indígenas (9 mil) (IBGE, 2007). É 
notável a presença dos Pomeranos na região serrana do Estado. A terceira maior 
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população Pomerana do mundo se localiza nessa região, sendo proveniente de 
imigrantes do norte europeu (DOMINGUES et al., 2006). Hábitos culturais sugerem um 
considerável grau de endogamia nessa população de origem pomerana, mesmo que 
alguns estudos demonstrem algum fluxo gênico entre as duas populações (DETTOGNI 
et al., 2013; STUR et al., 2012).  
O mapeamento de SNPs em genes potencialmente envolvidos nas respostas 
imunes a infecções e a obtenção de suas frequências pode auxiliar no conhecimento 
da patofisiologia de infecções e na criação de métodos de prevenção e terapia mais 
efetivos. Uma vez que a frequência alélica e genotípica dos SNPs é especifica de cada 
população, é importante a realização de estudos em diversas regiões geográficas de 
modo a permitir o conhecimento e uso do perfil genético específico das diferentes 
populações. 
 O ES, assim como todo o sudeste do Brasil, apresenta uma alta prevalência de 
dengue e várias outras doenças infecciosas, sendo importante o estudo de 
caracterização das frequências alélica e genotípica de SNPs em genes 
imunomoduladores na população do ES, inclusive em populações possivelmente 
isoladas dentro do estado. Além disso, são importantes estudos de associação desses 
SNPs com uma das mais importantes doenças infecciosas do ES, a dengue. Sabendo-
se que estudos de associação de SNPs em genes do sistema imune com sintomas 
clínicos da dengue na fase aguda são frequentes, estudos que analisem essa 
associação na fase de convalescença são necessários, principalmente tendo-se em 
vista o impacto individual e social que a persistência de sintomas clínicos da dengue 
causa na população.  
O maior potencial para uma rápida tradução clínica desses estudos 
provavelmente virá do campo da farmacogenômica. Atualmente, um dos melhores 
exemplos é a terapêutica para o HIV associada ao alelo HLA-B* 5701. Ensaios clínicos 
demonstraram que os testes genéticos auxiliam na prevenção da hipersensibilidade 
provocada pelo medicamento contra o HIV, denominado abacavir. Agora, testes 
genéticos prévios à prescrição do abacavir são recomendados em diretrizes clínicas e 
são amplamente praticados (COLOMBO et al., 2008; HETHERINGTON et al., 2002; 
MALLAL et al., 2002; MARTIN et al., 2004; YOUNG et al., 2008). Outro exemplo bem 
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estudado é o tratamento contra o HCV, onde é feita a terapia de combinação do IFN-α 
com o medicamento antiviral denominado ribavirina. Vários estudos de associação em 
diferentes populações relataram fortes associações entre a resposta ao tratamento e 
variações genéticas dos pacientes (GE et al., 2009; RAUCH et al., 2010; SUPPIAH et 
al., 2009; TANAKA et al., 2009). A farmacogenômica também propõe a possibilidade da 
variação genética no receptor “Toll – like” - NF-kB (TLR - NF-kB)  poder influenciar do 
tratamento da septicemia e das estratégias terapêuticas poderem ser destinadas à 
manipulação da via em que esta molécula é envolvida (CHAPMAN; HILL, 2012). 
Apesar desses avanços, é pouco provável que o uso de informações genéticas 
altere a prática clínica em futuro próximo; o valor preditivo da avaliação de risco de 
base genética continua pobre (MANOLIO, 2010), o que pode ser visto pelas poucas 
melhorias no atendimento clínico que ocorreram até a presente data. No entanto, é 
certo que estudos de genética do hospedeiro sugerem o potencial uso de seus 
resultados na clínica. A implementação da genética na prática clínica provavelmente é 
desafiadora e pode-se argumentar que a pesquisa sobre as causas adquiridas das 
infecções elucidam resultados mais diretamente modificáveis e, portanto, podem ter um 
impacto clínico mais direto que resultados genéticos, particularmente nas regiões de 
baixa renda. Neste contexto, é essencial que os avanços na compreensão da genética 
de doenças infecciosas humanas sejam vistos não como um ponto final de pesquisa, 
mas como uma importante base para abordagens inovadoras no sentido de melhorar 
os cuidados aos pacientes. O grande desafio é promover o investimento em genética 
humana e traduzir resultados sobre a genética do paciente em estratégias preventivas 
melhoradas e novas terapias (CHAPMAN; HILL, 2012) 
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Abstract 
Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in cytokine genes influence the outcome of many infectious diseases. The 
cytokine profile may represent a valuable tool for the characterization of immunological response patterns, helping 
in the identification of risk groups for development of severe infectious and in the development of more effective 
therapies and vaccines. Therefore, we have analyzed the frequency of SNP interleukin-4 (IL-4) -590C/T 
(rs2243250), an anti-inflammatory cytokine, and SNPs interleukin-6 (IL-6) -174G/C (rs1800795) and interferon-
gamma (INF-γ) +874A/T (rs2430561), pro-inflammatory cytokines.  These analyses were performed in the general 
population of the Espirito Santo State (ES), Brazil, as well as in the Pomeranian isolate population, in the same state. 
Peripheral genomic DNA was extracted from one hundred healthy individuals of the General population and from 
59 Pomeranians. Polymorphic variant identification was performed by polymerase chain reaction-restriction 
fragment length polymorphism (PCR-RFLP). SNPs were in Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) in both 
populations, except the IL-6 SNP in the general population (p = 0.00). We observed a statistically significant 
difference in IL-6 (p = 0.03) and INF-γ (p = 0.07) SNPs distributions between the two populations, allowing for the 
determination of distinct cytokine SNP profiles. The genetic distance between the two populations was not 
statistically significant (Fst>0.05). 
 
Keywords: Polymorphisms; Interleukin-4; Interleukin-6; Interferon-gamma; Polymerase chain reaction-restriction 
fragment length polymorphism; Infectious diseases; Espirito Santo-Brazil.  
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1. Introduction 
 
In most infectious diseases, the naturally acquired immune response results in the elimination of the infectious agent 
or in a persistent response mediated by proteins secreted during innate and adaptative immunological responses 
called cytokines [1,2]. Infection outcome depends on a balance between pro and anti-inflammatory cytokines [2,3]. 
 
Allelic variants or SNPs in cytokines genes have been shown to influence gene transcription and the pathogenesis of 
various infectious diseases [2,4-6]. Thus, SNPs in various well-known cytokines genes have been considered 
important host factors influencing infection response and clinical outcome [3]. Among the most studied anti-
inflammatory cytokines is IL-4, whereas notorious pro-inflammatory cytokines are IL-6 and INF-γ. Nomenclature 
for gene, protein and SNPs are shown in Table 1. 
 
Interleukin-4 is an anti-inflammatory cytokine which promotes T-helper type 2 (Th2) responses [7,8]. The IL-4 gene 
is located in region 5q31.1. A cytosine (C) to thymine (T) substitution in the gene promoter region, SNP -590C/T 
(2243250), may increase IL-4 production [9], altering immune response to various infections [10]. 
 
Interleukin-6 is a pro-inflammatory involved in the acute phase response, B-cell maturation, macrophage 
differentiation and T-helper type1 (Th1)/Th2 responses (IL-6 promotes Th2 differentiation and simultaneously 
inhibits Th1differentiation) [11]. The IL-6 gene is mapped in region 7p21.24 and it is believed that the presence of 
guanine (G) on the promoter, SNP -174G/C (1800795), is associated with higher plasma IL-6 levels. This fact has 
been studied in several infectious diseases [12,13]. 
 
Interferon-γ is a pro-inflammatory cytokine secreted mainly by CD4+ Th1 cells, CD8+ T cells and natural killer cells 
[14]. This cytokine’s main role is to induce macrophage-mediated microbicidal functions [15] and host defense 
against intracellular pathogens [14]. The INF-γ gene is located in the 12q24.1 region and SNP +874T/A (2430561) 
[16] has been a largely studied in infectious diseases (Cardoso et al., 2010). The T allele correlates with high INF-γ 
expression, whereas the adenine (A) allele correlates with low INF-γ expression [17-19]. 
 
In the mountainous region of ES, is the third largest population of Pomeranian descent. These descendants 
immigrated originally from the north of Europe, and because of their preferential marriage, religious and other 
cultural habits, they show little or no reproductive mixing with local populations [20,21] suggesting a considerable 
degree of endogamy. 
 
Population cytokine profile characterization may represent a valuable tool for the understanding of immunological 
response patterns, assisting in the identification of risk groups for development of severe infections, as well as in the 
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development of more effective therapies and vaccines. Characterization of two distinct populations in the same state 
allow us to understand the specificities found in the same geographical region and help us establish specific 
prevention and control strategies for each population. 
 
2. Materials and Methods 
 
This study was approved by the Research Ethics Comittee of the Federal University of ES and all patients signed an 
informed consent (Protocol nº 190/11). 
 
2.1 Sample 
 
Five milliliters (ml) of peripheral blood were collected from 100 healthy volunteers of the ES general population. As 
for the 59 healthy Pomeranian volunteers of Santa Maria de Jetibá, ES, 3-5 peripheral blood drops were collected on 
FTA
®
 Elute Cards (Whatman, USA). 
 
2.2 SNP genotyping 
 
Genomic DNA was isolated using phenol/chloroform extraction or following FTA
®
 Elute Card manufacturer’s 
recommendations (Whatman, USA).  Interferon-γ, IL-4 and IL-6 alleles were detected by PCR-RFLP. Primer 
sequences, restriction enzymes and conditions are shown in Table 2. 
 
2.3 Statistical analysis 
 
Genotypic frequencies were tested for HWE. The chi-square (x
2
) and Fisher exact tests were used for population 
difference analysis and confirmation was obtained by the Lilliefors test (significance considered when p < 0.05). 
The F-statistic model was used to evaluate genetic differentiation among populations. Statistical calculations were 
performed using Epi Info
®
 v3.4.3, 2007 and Statsoft Statistica
®
 v7.0.61.0 softwares. 
 
3. Results 
 
Representative genotyping results are show in Figures 1, 2 and 3. SNP allele and genotype frequencies for the three 
cytokine genes in the Pomeranian and General populations of ES are given in Table 3. Genotype frequencies were 
significantly different between the two populations for INF-γ (p = 0.007) and IL-6 (p = 0.03) genes (Table 3). All 
polymorphisms were at HWE in both populations, except the IL-6 SNP in the General population (p = 0.00) (Table 
4). The genetic distance coefficient (Fst), a measure of population differentiation based on genetic polymorphisms, is 
described in Table 4. Our results showed no genetic distance between the two populations (p> 0.05)
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4. Discussion 
 
This study characterized the general and the Pomeranian populations of ES, Brazil for 3 SNPs in cytokines genes, 
one anti-inflammatory cytokine (IL-4) and two pro-inflammatory cytokines (IL-6 and INF-γ). These cytokines play 
important roles in the outcome of various diseases for participating in the host immune response to pathogens, in 
inflammatory processes, among other functions [7]. Because allelic and genotypic SNP frequencies are population 
specific [7,12,13, 22-24], population characterization studies may help determine specific genetic profiles, as well as 
specific regional response to infectious diseases, such as host resistance, susceptibility, severity and permanence of 
the clinical symptoms.  
 
Interleukin-6 and IFN-γ SNPs were significantly different in the two populations. In contrast to what was observed in 
Dettogni et al. [25] and Stur et al. [26], in this study there was a difference in genotype frequencies among the two 
populations of ES. This observation leads us to conclude that although there is gene flow between the two 
populations, some SNP frequencies remain different. This suggests that these two populations may still have some 
degree of isolation. However, the Fst values demonstrate that the genetic distance between the two populations is not 
statistically significant, with values >0.05, suggesting admixture of the two populations in question. Further studies 
with larger samples are needed. 
 
Interleukin-6 SNP was not in HWE in the General population, but as in other studies [23,24], the most frequent 
genotype was the homozygous GG. It has been reported that many SNPs may not be in HWE for no obvious reasons, 
especially if the population is ethnically diverse [27]. Probably the wide genetic admixture of the Brazilian 
population and consequently of the General population of ES may have influenced our results. Dos Santos et al. [28] 
suggest that the Brazilian population is under a miscegenation process, which could explain the fact that this SNP 
genotypes are not in HWE.  
 
The characterization of different populations has an important application: serves as reference for association studies 
of SNPs with characteristics of infectious disease, specifically. This is the first study to determine the frequencies of 
SNPs -590C/T (IL-4), -174G/C (IL-6) and +874A/T (IFN-γ ) in the general and Pomeranian populations of ES, 
Brazil. 
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Fig. 1 INF-γ genotypes. Amplified DNA products and HinfI PCR products digestion. bp: base 
pairs; Ladder: 25 bp molecular weight marker. 
 
 
 
 
 
 Fig. 2 IL-4 genotypes. a) amplified DNA products. b) BsmFI PCR products digestion. bp: base 
pairs; Ladder: 25 bp molecular weight marker. 
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Fig. 3 IL-6 genotypes. Amplified DNA products and SfaNI PCR products digestion. bp: base 
pairs; Ladder: 25 bp molecular weight marker. 
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Table 1 Single Nucleotide Polymorphisms in cytokine genes. 
Gene Protein SNP rs number Reference allele Variant allele 
INF-γ Interferon gamma +874A/T 2430561 A T 
IL-4 Interleukin-4 -590C/T 2243250 C T 
IL-6 Interleukin-6 -174G/C 1800795 G C 
SNP: Single Nucleotide Polymorphism. 
 
 
 
Table 2 Primer sequences and polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism conditions. 
Gene SNP Primer sequence 
Product 
size 
Restriction 
enzyme 
Digestion pattern Reference 
INF-γ 
+874A/T 
(rs2430561) 
5’-GATTTTATTCTTACAACACAAAATCAAGAC-3’ 
5’-GCAAAGCCACCCCACTATAA-3’ 
176  bp HinfI 
Allele T-148 bp + 28 bp 
Allele A-176 bp 
Ben Selma et 
al., 2011 
IL-4 
-590C/T 
(rs2243250) 
5’-ACTAGGCCTCACCTGATACG-3’ 
5’-GTTGTAATGCAGTCCTCCTG-3’ 
 
254 bp BsmFI 
Allele C-210 bp + 44 bp 
Allele T-254 bp  
Lee et al., 
2005 
IL-6 
-174G/C 
(rs1800795) 
5’-TGACTTCAGCTTTACTCTTTGT-3’ 
5’-CTGATTGGAAACCTTATTAAG-3’ 
 
198 bp SfaNI 
Alelle G-140 bp + 68 bp 
Allele C-198 bp 
Fernandez-Real      et 
al., 2001 
bp: base pairs. SNP: Single Nucleotide Polymorphism. 
 
 
Table 3 Genotype frequencies of single nucleotide polymorphisms in cytokine genes. 
Genotype 
General 
population 
(n = 100) 
n (%) 
Pomeranian 
population 
(n = 59) 
n (%) 
p (General population vs 
Pomeranian population) 
INF-γ:+874A/T   0.007* 
AA 49 (49) 24 (14)  
AT 36 (36) 56 (33)  
TT 15 (15) 20 (12)  
IL-4: -590C/T   0.053 
CC 38 (38) 58 (34)  
CT 45 (45) 32 (19)  
TT 17 (17) 10 (6)  
IL-6: -174G/C   0.03* 
GG 59 (59) 37 (22)  
GC 26 (26) 41 (24)  
CC 15 (15) 22 (13)  
* Statistically significant. p: significance value 
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Table 4 Hardy-Weinberg equilibrium analysis. 
 
 HWE  
Gene/SNP x
2
/p 
(General population) 
x
2
/p 
(Pomeranian population) 
Fst 
INF-γ/+874A/T 3.45/0.06 0.85/0.36 >0.05 
IL-4/-590C/T 0.34/0.56 1.68/0.19 >0.05 
IL-6/-174G/C 12.61/0.00* 1.65/0.20 >0.05 
Equilibrium was assumed when p >0.05. * Statistically significant. x
2
: Chi-square. p: Significance value. Fst: Genetic 
distance coefficient. HWE: Hardy-Weinberg equilibrium. 
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Abstract 
 
This study was undertaken to determine the prevalence of dengue clinical symptom persistence during 60 days of 
disease follow up, in patients of Espírito Santo state (ES)-Brazil and to evaluate the relation of single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) in FcγRIIa, CD209, VDR, TNF-α, IL-4, IL-6 and IFN-γ genes with symptom persistence. 
During  2012-2013, 96 blood samples from individuals diagnosed with symptomatic dengue were collected. Clinical 
symptom persistence in 60 days of follow-up was assessed by a clinical and epidemiological questionnaire filled in 4 
interviews. SNP genotyping was performed by polymerase chain reaction - restriction fragment length 
polymorphism (PCR-RFLP). In two months of monitoring the dengue infection, we observed that symptoms 
persisted in 38.5% (37/96) of dengue patients at the end of the first month (D30) and in 11.5% (11/96) of dengue 
patients at the end of the second month (D60). Our results show an association between FcγRIIa, TNF-α and IL-6 
gene SNPs and symptom persistence and an association trend with CD209, IL-4 and IFN-γ gene SNPs. Our findings 
may contribute to the development of effective therapies and vaccines against the dengue virus (DENV) and help in 
the selection of risk groups for symptoms persistence. 
 
Keywords: Immune system SNPs; receptors; cytokines; dengue; symptoms persistent. 
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1. Introduction  
 
Clinically, dengue symptoms are characterized by a maximum duration of 14 days despite complaints of longer 
symptoms
 
[1-6]. Although the acute manifestations of dengue are well known, few studies have assessed the long-
term consequences of dengue infection
 
[3]. Several studies have correlated immune system SNPs with protection or 
susceptibility to the development of severe dengue, not severe dengue or both, demonstrating the importance of host 
immune gene variants in its pathogenesis [7-10]. There is a lack of reports about clinical symptoms persistence and 
patient’s immune system genetic characteristics [1]. Evidences from several epidemiological studies indicate that 
host genetic factor, such as innate and adaptative immunity variants, play an important role in DENV infection 
susceptibility, protection, outcome and severity
 
[11]. 
 
Candidate immune system gene variants involved in the pathogenesis of dengue and possibly with persistence of 
clinical symptoms are: FcgammaR2a (FcγRIIa); Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing 
Non-integrin (DC-SING) and Vitamin D Receptor (VDR); pro-inflammatory cytokines tumor necrosis factor-alpha 
(TNF-α), interleukin-6 (IL-6) and interferon-gamma (INF-γ) and anti-inflammatory cytokine interleukin-4 (IL-4). 
 
FcγRIIa (CD32) is a cell surface receptor on immune cells, that binds to the fragment crystallisable (Fc) portion of 
immunoglobulins type G (IgGs)
 
and is essential for infection defense
 [12]. Binding of the FcγRIIa receptor to IgG 
opsonized DENV can activate phagocytes, which triggers a variety of biological responses
 
[13]. Furthermore, DENV 
uses this receptor to amplify their infection by a mechanism called antibody-dependent enhancement (ADE). The 
gene encoding FcγRIIa is located on 1q23 region and the SNP -131 H/R (rs1801274) at position 494 (A or G) 
changes the amino acid at position 131, resulting in two forms of FcγRIIa [14]: the normal allele with CAT codon 
encoding histidine (H) confers the ability to bind the IgG2 and IgG3 and the variant allele with CGT codon encoding 
arginine (R) results in efficient receptor binding IgG1
 
[8,13,14]. Dengue studies show the association between the R 
allele and recessive protection against development of severe dengue [9].  
 
The CD209 gene is located on 19p13. 2-3 region and encodes the receptor DC-SING (aka CD209). This molecule is 
a DENV attachment receptor, essential for infection of DCs
 
[15]. Several SNPs in the CD209 promoter have been 
described, of which -336 A/G (rs4804803) affects the gene transcription
 
[16]. It is believed that the variant guanine 
(G) at position 336 in the promoter region is associated with dominant protection against non-severe dengue [10]. 
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VDR influences the immunoregulatory effects of 1, 25 dihydroxyvitamin D3 (1,25(OH)2D3), participating in the 
differentiation, development and effector function of  T lymphocytes, monocyte activation, the suppression of IgG 
production and of proliferation of B lymphocytes
 
[17]. The VDR gene is located on 12q13-14 region and its SNP 
TaqI ( rs731236)
 
exchange a thymine (T) for a cytosine (C) in exon 9
 
[9]. VDR expression affects the susceptibility 
to severe dengue
 
[17]. The C allele was associated with protection against severe dengue
 
[11].  
 
TNF-α is a pleiotropic pro-inflammatory cytokine, with effects on activation of target cells involved in the 
amplification of innate and adaptative immunity [18]. The TNF-α gene is located on chromosome 6p21 and SNP -
380 G/A (rs1800629) has been shown to directly affect TNF-α expression [19]. Studies in various populations have 
shown an association between the A allele (high production of TNF-α) and severe dengue [20]. 
 
The IL-4 is an anti-inflammatory cytokine which promotes T helper type 2 (Th2) responses, stimulating B-cell 
proliferation and differentiation to produce predominantly IgG1 and IgE antibodies, as well as suppresses T helper 
type 1 (Th1) responses
 
[8]. IL-4 gene is located on chromosome 5q31.1
 
[21]. The C to T substitution in the promoter 
of the gene, SNP -590 C/T (2243250), can increase IL-4 expression [21]. Higher IL-4 plasma levels have been found 
in patients with severe dengue
 
[22] and this association includes the shift from Th1 response found in non-severe 
dengue to the severe dengue Th2 response [23]. 
 
IL-6 is a pleitropic pro-inflammatory cytokine, mediator of fever and acute-phase reactions and is produced during 
innate and adaptive immune responses by T and B lymphocytes, macrophages, monocytes and fibroblasts [22, 23]. 
IL-6 gene is mapped to chromosome 7p21.24 and it is believed that the G allele of promoter, SNP -174 G/C 
(1800795), is associated with higher IL-6 plasma levels
 
[24, 25]. Results of Moreira et al. [25] suggest a protective 
role of GG genotype. 
 
The INF-γ is an pro-inflammatory cytokine secreted mainly by Th1-type CD4+ T cells, CD8+ T cells and natural 
killer (NK) cells
 
[26]. INF-γ gene is located in the 12q24.1 region and SNP +874 T/A (2430561) influences the 
synthesis of INF-γ at transcriptional and post-transcriptional levels [27]. T and A alleles correlates with high and low 
INF-γ expression, respectively [27].  A higher level of INF-γ has been associated with dengue severity [28]. 
 
This study was undertaken to evaluate symptom persistence in a 60 days follow-up period after symptom onset. 
Given the effect of SNPs in FcγRIIa, CD209, VDR, TNF-α, IL-4, IL-6 and INF-γ genes in symptomatic dengue 
disease
 
[8, 9, 11] we carried out a genetic analyses to analyze whether persistence of clinical manifestations is 
associated with patient’s immunological genetic profile. SNPs characteristics are show in Table 1. 
 
SNP profiles may serve as immunogenetic markers associated with long-term consequences of dengue infection and 
consequently, early identification of patients with worse prognosis and delayed healing 
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2. Materials and methods 
 
2. 1.Samples 
 
This study was approved by the Research Ethics Committee of Federal University of ES and all patients signed a 
written informed consent (Protocol nº 190/11).  
 
Three hundred and fifteen individuals over 18 years old volunteered to participate in this study. Volunteers were 
patients in emergency care units of Grande Vitória, ES, Brazil, during the period of November 2012 to February 
2013, as they were under investigation for clinical dengue according to the World Health Organization (WHO). Of 
these, 219 were excluded because they tested negative for dengue, did not accept to continue in the study or were 
unable to contact throughout the data collection. Dengue laboratory confirmation was obtained for 96 participants 
using immunochromatographic rapid test (Bioeasy/Abon) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). When 
necessary, ELISA was used to quantify IgG antibodies against DENV. There was no stratification of disease 
seriousness and viral serotype. Patients with previous dengue infection were classified as secondary dengue. 
 
Each volunteer provided a 5 ml blood sample in tubes containing ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA) and was  
interviewed to evaluate the persistence of 37 clinical symptoms in 4 interviews at the following days: 1) D0 – initial  
onset of symptoms; 2) D15 -15 days after D0; 3) D30 - 30 days after D0 and D60 - 60 days after D0. Collected  
information included date of onset, clinical characteristics, laboratory evidence, medicine and vaccination against  
yellow fever. 
 
2.2. SNP genotyping  
 
Genomic DNA was isolated from the whole blood using the QIAamp
®
 DNA Mini Kit (Qiagen Inc., Valencia, USA), 
following manufacture’s recommendations. SNPs in FcγRIIa, CD209, VDR, TNF-α, IL-4, IL-6 and INF-γ genes 
were detected by PCR-RFLP. Primer sequences, restriction enzymes and PCR conditions are shown in Table 2. 
 
2.3. Statistical analysis 
 
The chi-square (x
2
) and Fisher exact test were used to assess associations. The confirmation was obtained by the 
Lilliefors test (considered significant when p <0.05). Statistical calculations were performed using Epi Info
®
 v3.4.3, 
2007 and Statsoft Statistica v7.0.61.0
®
. 
 
3. Results 
 
3.1. Sample description 
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The average age of dengue patients was 37.4 (SD ± 14.1), varying from18 to 76 years. Females accounted for 66.7% 
(64/96) and males accounted for 33.3% (32/96) of all patients.  Of  96 participants, 45 had primary and 51 had 
secondary dengue. During the acute phase, 51 patients used only acetaminophen, 30 used acetaminophen and 
dipyrone, 3 used only dipyrone and 12 were unable to provide this information (Table 3).  
 
In two months of monitoring and following dengue infection in 96 patients, we observed that 38.5% (37/96) of 
dengue patients reported having at least one clinical symptom at D30, whereas 11.5% (11/96) reported this D60. 
Clinical manifestations were grouped as: dermatological; neurological, psychological and behavioral; respiratory; 
gastrointestinal; musculoskeletal; constitutional and other symptoms. Dengue clinical characteristics are shown in 
Table 4. All 37 symptoms were reported by at least one patient on D0. On D15, only the blending gum was not 
present. On D30, 75.7% of symptoms were present and the most common symptoms were mylagia, asthenia and 
indisposition. On day D60, this percentage drops to 56.8% and the most common symptoms were myalgia, asthenia 
and lethargy.  
 
We observed an association trend between female gender and persistence of clinical symptoms on D30 (p = 0.057)  
and between secondary infection and persistence of symptoms on D60 (p = 0.064) (Table 5). In a more detailed  
analysis, which stratified the persistence of symptoms on D30 and D60 of primary and secondary dengue, we  
observed for D30 an association between female gender and persistence of symptoms for primary dengue  
(p = 0.044) and an association trend between higher age and persistence of symptoms in secondary dengue (p = 
0.053) (Table 6). On D60, we found no association between persistence of symptoms and epidemiological  
characteristics (data not shown). 
 
By analyzing the relationship between the classes of clinical symptoms and infection history and the medication used 
in the acute phase, we observed an association trend between musculoskeletal symptoms and secondary infection (p 
= 0.057), as well as between constitutional symptoms and secondary infection (p = 0.041) (Table 7). Stratification of 
categories and consequent reduction of the sample size did not allow similar analysis for D60. There was no 
association between the classes of clinical symptoms and the medication used in the acute phase. 
 
3.2. SNPs and persistent clinical symptoms 
 
SNPs genotype distribution in symptomatic dengue patients remained similar to the normal ES population genotype  
distribution, as demonstrated in previous studies performed by us like Dettogni et al.
 
[29] and other work not yet 
published. 
 
No statistically significant associations between studied SNPs and persistence of symptoms were observed (Table 8). 
However, we found an association trend between the presence of the A allele of the SNP -308 A/G (in TNF-α gene) 
and non-persistence of symptoms on D30 (p = 0.057) and between the presence of the C allele of SNP -590 C/T (in 
IL-4 gene) and non-persistence of symptoms on D30 (p = 0.064) (Table 8).  
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Studying D30 separately, revealed an association between SNP -131 H/R (in FcγRIIa gene) and the persistence of 
symptoms in secondary dengue (p = 0.046), being the presence of the H allele associated with non-persistence of 
symptoms (p = 0.014 ) (Table 9). We also noticed an association trend between SNP -308 A/G (in TNF-α gene) and 
persistence of symptoms in secondary dengue (p = 0.079), being the A allele associated with non-persistence of 
symptoms (p = 0.025). Furthermore, we found an association trend between the A allele of SNP +874 T/A (in INF-γ 
gene) and the non-persistence of symptoms in primary dengue (p = 0.064). In secondary dengue, this allele tended to 
be associated with the persistence of symptoms (p = 0.076) (Table 9). 
 
Studying D60 separately showed only an association trend between the A allele at SNP -336 A/G (in the  
CD209 gene) and non-persistence of symptoms in primary dengue (p = 0.055) (Table 10). 
 
We also found an association between the C allele at SNP -174 G/C (in IL-6 gene) and persistence of dermatological  
symptoms (p = 0.005) and an association between  GG genotype at SNP  -308 A/G (in TNF-α gene) and persistence  
of neurological, psychological or behavioral manifestations (p = 0.038) (Table 11). 
 
4. Discussion 
 
This study examines the hypothesis that SNPs in FcγRIIa, CD209, VDR, TNF-α, IL-4, IL-6 and IFN-γ genes may be 
inheritable factors influencing the persistence of clinical dengue symptoms at 30-60 days after onset of symptoms. 
 
Our results show that 38.5% (D30) and 11.5% (D60) of patients had persistence of at least one clinical symptom.  
Most persistent symptoms on D30 and D60 are musculoskeletal, neurological, psychological or behavioral, related to 
the fatigue syndrome, such as myalgia, arthralgia, asthenia, lethargy, irritability and malaise. Myalgia was the most 
common symptom on D30 (21.9%) as on D60 (7.3%). Similarly, Seet, Quek and Lim [4] demonstrated the 
persistence of fatigue in 25% of patients and González et al. [2]
 
and Tristão-Sá et al.
 
[6] demonstrated that the 
symptoms related to fatigue are the most persistent.  
 
Age, gender, reinfection, acute phase medication, race and viral characteristics may influence dengue outcome of
 
[30]. In our study, we have found a longer persistence of symptoms in females patients, which is in agreement with 
García et al.
 
[1] and Tristão-Sá et al.
 
[6]. Women may be at higher risk of symptom persistence due to hormonal, 
endocrine [31] and genetic
 
[32] factors. After stratification of persistent symptoms in 7 classes, we checked a 
possible relationship between musculoskeletal symptoms and secondary infection, as well as between constitutional 
symptoms and secondary infections. In a secondary infection, preexisting antibodies increases the infective process 
of monocytes and macrophages, which activate T lymphocytes and together produce high levels of cytokines 
associated with symptoms
 
[22], yielding more intense constitutional symptoms. Amplification of immune complexes 
(ICs) and their ineffective removal by various processes, causes ICs deposition on tissues
 
[22], contributing to the 
persistence of musculoskeletal symptoms.  
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FcγRIIa gene was associated with persistence of clinical symptoms on D30. This may be due to the ADE 
phenomenon, which is based on cross-reactive non-neutralizing antibodies in patient’s serum, which enhance viral 
entry of different dengue serotypes via FcγRIIa [33]. No associations were found on D60, probably, due to reduced 
stratification of the data series.  In contrast with García et al.
 
[1], our study found an association between the H allele 
and non-persistent of symptoms. According to García et al.
 
[1], increased in the binding affinity to IgG1 (favored by 
R allele) lead to a larger elimination of ICs and better recovery from infection. However, as the IgG3 is also 
prevalent in dengue infection, elimination of IgG3 ICs (favored by H allele) can have great influence on symptom 
persistence. Although IgG3 appears before IgG1 during DENV infection, they are both present after the initial 
appearance of IgG1 [34] and, according to Rodrigo et al.
 
[35], IgG3 has greater neutralizing activity than IgG1. 
Likewise, some studies suggest that one allele is associated with susceptibility to certain infections, while others 
have suggested a protective role for the same allele. This discrepancy is not yet understood and may be due to 
different genetic backgrounds or by differences in pressure pathogen
 
[36]. There are known differences in infection 
susceptibility among different ethnic groups, which may be associated with different levels of IgG subclasses among 
populations. Why these differences occur is still not clear
 
[36]. In addition, affinity of IgG subclasses to FcγRIIa 
receptor genotypes is still a matter of debate
 [13]. Participation of FcγRIIa  receptor in the immune regulation of 
dengue pathogenesis, as well as its structural and functional diversity, make these molecules putative targets for 
immunotherapy
 
[37]. 
 
Considering the CD209 gene, we have found an association trend between non-persistence of symptoms at D60, in 
primary dengue patients, and the A allele. According with Sakuntabhai et al.
 
[10], the G allele is associated with 
protection against the non-severe dengue. DC-SIGN has been described as the most important receptor for DENV in 
human DCs
 
[10]. By regulating viral entry and the immune system, this receptor is considered a target for antiviral 
therapy. Position -336 (SNP -336 A/G) affects Sp1 binding, modulating CD209 transcriptional activity [10]. Some 
studies have linked the G allele protection against infections [10], suggesting that the presence of the G allele leads 
to lower expression of DC-SIGN receptor and lower DC exposure to DENV, fewer infected cells, less T cell 
activation and less cytokines production; hence a better prognosis and fewer symptoms. Other studies however, 
associated the A allele with protection against infections [10], possibly because increased expression of DC-SIGN 
leads to increased activation of phagocytic cells and better infection control. This hypothesis could be an explanation 
for the association between the A allele and non-persistent symptoms.  
 
The TaqI SNP was not associated with persistence of symptoms in this study, but further studies are needed to 
confirm this result, since there is sufficient evidence that the VDR is functionally important in dengue infection
 
[7, 
9]. 
 
Cytokines are responsible for the symptoms, pathological alterations and infection outcome, depending on the 
resulting pro or anti-inflammatory activity. TNF-α, IL-4, IL-6 and IFN-γ are able to mediate this process and their 
expression and activity can be affected by SNPs tested in this study. 
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We observed an association trend between TNF-α A allele and non-persistence of symptoms on D30. When we 
stratified the sample according to previous dengue history, this association was significant for secondary dengue. The 
A allele is associated with increased production of TNF-α and has been linked to severe dengue [20]. Our results 
suggest that the mechanisms causing symptoms presence or severity during the acute phase are different from those 
that cause persistence in the convalescent phase. The main functions of TNF-α is to recruit neutrophils and 
monocytes to the site of infection and activate these cells to eradicate infectious agents, as well to activate caspases 
to trigger apoptosis
 
[38]. Their potent biological action causes tissue damage locally and hypotension and shock 
systemically
 
[38]. Due to its biological actions, we expected to find an association between high levels of this 
cytokine and more persistent symptoms, but the opposite was found. We believe that the increased production of 
TNF-α in patients with A allele may result in a more effective immune response against DENV in the acute phase, by 
increased viral clearance. Thus, A allele patients would be more likely to clear symptoms early. Our results show an 
association between the GG genotype and the persistence of neurological, psychological and behavioral symptoms. 
Interestingly, this is in agreement with our finding that the other allele may be associated with non-persistence of 
symptoms. TNF-α has been investigated in neuropsychiatric disorders due to its effect on the central nervous system 
[39].  
 
A tendency of association with non-persistence of symptoms at D30 was found for IL-4 C allele (responsible for a  
lower production of IL-4). Successful immune response requires a balanced Th1 and Th2 response [40].  
Among cytokines released by Th2 cells, IL-4 can delay viral clearance and play a detrimental role against  
infection  [40]. Chaturvedi et al.
 
[23] showed a Th1-Th2 shift after 4 days of infection, which is associated  
with disease severity. Thus, low IL4 levels are related to a better prognosis. Furthermore, Granelli-Piperno et  
al.
 
[41] found that IL-4 induces the expression of DC-SIGN. 
 
No association between IL-6 SNP -174 G/C and persistence of symptoms was found, but we found an association 
between the C allele and the persistence of dermatological symptoms on D30 was detected. Some studie
 
[42] found 
high levels of IL-6 in plasma of individuals with severe dengue. On the order hand, Moreira et al.
 
[25] found a 
protective effect of GG genotype against dengue clinical symptoms, possibly because IL-6 decreases acute 
inflammatory response through induction of pro-inflammatory cytokine antagonists
 
[43]. Of five studied 
dermatological symptoms, four are directly or indirectly related to bleeding (petechiae, exanthema, bleending gum 
and pruritus). It is known that IL-6 induces megakaryocytes differentiation
 
and potentiates the coagulation cascade
 
[11]. Thrombocytopenia or platelet due to lower IL-6 production (C allele) could result in increased capillary 
fragility, petechiae, gum bleeding and exanthema
 
[44]. Pruritus usually accompanies exanthema. These observations 
explain the C allele to be related to the persistence of these clinical manifestations.  
 
We show an association trend between the A allele of INF-γ SNP and non-persistence of symptoms at D30, in 
primary dengue and a tendency of association between the same allele and persistence of symptoms in secondary 
dengue. The T allele is responsible for the increased production of IFN-γ, and a high level of this cytokine has been 
associated with severe dengue
 
[45]. INF-γ can activate the expression of Fcγ receptors on monocytes and 
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macrophages
 
[46], increasing the number of infected cells, which together with increased expression major 
histocompatibility complex class II (MHC-II), contributes to a worse prognosis or chronic disease. This can explain 
why the A allele (lower production of IFN-y) was related to non-persistence of symptoms. However, in secondary 
dengue, the A allele was associated with persistent symptoms. The ambiguity of  INF-γ SNP effect can be due to 
differences in plasma concentration of INF-γ between primary and secondary  dengue, which was described by 
Restrepo et al.
 
[46], who found higher levels of this cytokine in patients with  primary dengue. 
 
Our results show a significant persistence of dengue clinical symptoms 60 days after the onset of the disease, which  
was associated with FcγRIIa, TNF-α and IL-6 gene SNPs and possibly associated with IL-4, CD209 and IFN-γ gene  
SNPs. This is the first study to examine dengue clinical symptoms persistence in the ES (Brazil) population and the  
first study to examine the association between CD209, VDR, TNF-α, IL-4, IL-6 and IFN-γ gene SNPs and the  
persistence of symptoms. 
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Table 4. Clinical symptoms reported by 96 dengue patients of ES-Brazil during a two-month follow-up period.  
 
Symptoms 
D0a  D15b  D30c  D60d 
N %  n %  N %  n % 
Dermatological 
Pruritus 65 67.7  23 24.0  4 4.2  1 1.1 
Exanthema 10 10.4  6 6.2  1 1.1  0 0.0 
Petechiae 56 58.3  20 20.8  2 2.1  0 0.0 
Alopecia 12 12.5  15 15.6  9 9.4  2 2.1 
Bleeding gum 4 4.2  0 0.0  0 0.0  0 0.0 
Neurological, psychological and behavioral 
Dizziness 60 62.5  21 21.9  5 5.2  2 2.1 
Lipothymia 11 11.5  3 3.1  1 1.1  0 0.0 
Lethargy 64 66.7  28 29.2  13 13.5  5 5.2 
Agitation 61 63.5  15 15.6  5 5.2  3 3.1 
Unrest 46 47.9  15 15.6  6 6.2  3 3.1 
Irritability 45 46.9  21 21.9  7 7.3  4 4.2 
Respiratory 
Cough 34 35.4  9 9.4  1 1.1  1 1.1 
Dyspnea 33 34.4  12 12.5  3 3.1  0 0.0 
Coryza 23 24.0  4 4.2  0 0.0  0 0.0 
Epistaxis 5 5.2  1 1.1  0 0.0  0 0.0 
Gastrointestinal 
Abdominal pain 63 65.6  23 24.0  8 8.3  1 1.1 
Diarrhea  41 42.7  5 5.2  0 0.0  0 0.0 
Nausea 65 67.7  19 19.8  2 2.1  1 1.1 
Vomiting 35 36.5  7 7.3  0 0.0  0 0.0 
Jaundice 23 24.0  6 6.2  0 0.0  0 0.0 
Dysgeusia 81 84.4  32 33.3  13 13.5  4 4.2 
Melena 1 1.0  1 1.1  0 0.0  0 0.0 
Hematemesis 21 21.9  5 5.2  1 1.1  0 0.0 
Anorexia 83 86.5  32 33.3  11 11.5  2 2.1 
Musculoskeletal 
Myalgia 91 94.8  50 52.1  21 21.9  7 7.3 
Arthralgia 70 72.9  27 28.1  11 11.5  4 4.2 
Constitutional 
Prostration 35 36.5  10 10.4  4 4.2  3 3.1 
Headache 89 92.7  39 40.6  12 12.5  2 2.1 
Retrorbital pain 81 84.4  29 30.2  9 9.4  1 1.1 
Fever  89 92.7  13 13.5  3 3.1  0 0.0 
Indisposition 87 90.6  38 39.6  14 14.6  4 4.2 
Paresthesia 83 86.5  20 20.8  5 5.2  3 3.1 
Asthenia 89 92.7  39 40.6  16 16.7  5 5.2 
Chills 75 78.1  13 13.5  1 1.1  1 1.1 
Other 
Hypotension 33 34.4  11 11.5  2 2.1  0 0.0 
Hematuria 3 3.1  1 1.1  0 0.0  0 0.0 
Metrorrhagia 7 7.3  2 2.1  0 0.0  0 0.0 
a
D0: day of onset of symptoms. 
b
D15: 15 days after D0. 
c
D30: 30 days after D0. 
d
D60: 60 days after 
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Table 8. Single nucleotide polymorphisms genotypes and its association with persistence of dengue clinical 
symptoms.
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a 
SNPs: Single nucleotide polymorphisms. 
b
D30: 30 days after onset of symptoms. 
c
D60: 60 days after onset of 
symptoms. 
d
p: Significance value. 
 
 
 
 
 
 
SNPsa/ 
Genotypes 
 
Persistence of symptoms 
 
D30b 
 
D60c 
Total 
 
No yes 
     Pd  
No Yes 
    p  
N. (%) 
 
N. (%) N. (%) 
 
N. (%) N. (%) 
FcγRIIa/-131 H/R 
HH 13 13,5  8 14,3 5 12,5 0.397  12 14,5 1 7,7 0.568 
HR 63 65,6  39 69,6 24 60,0   55 66,3 8 61,5  
RR 20 20,8  9 16,1 11 27,5   16 19,3 4 30,8  
HH+HR 76 79,2  47 83,9 29 72,5 0.174  67 80,7 9 69,2 0.343 
CD209/ -336 A/G 
AA 48 50,0  27 48,2 21 52,5 0.910  42 50,6 6 46,2 0.613 
AG 40 41,7  24 42,9 16 40,0   35 42,2 5 38,5  
GG 8 8,3  5 8,9 3 7,5   6 7,2 2 15,4  
AA+AG 88 91,7  51 91,1 37 92,5 0.803  77 92,8 11 84,6 0.323 
VDR/ TaqI 
CC 12 12,5  7 12,5 5 12,5 0.670  9 10,8 3 23,1 0.329 
CT 48 50,0  26 46,4 22 55,0   41 49,4 7 53,8  
TT 36 37,5  23 41,1 13 32,5   33 39,8 3 23,1  
TNF-α/308 A/G 
AA 6 6,3  5 8,9 1 2,5 0.134  6 7,2 0 0,0 0.531 
AG 26 27,1  18 32,1 8 20,0   23 27,7 3 23,1  
GG 64 66,7  33 58,9 31 77,5   54 65,1 10 76,9  
AA+AG 32 33,3  23 41,1 9 22,5 0.057  29 34,9 3 23,1 0.399 
IL-4/ -590 C/T 
CC 37 38,5  22 39,3 15 37,5 0.124  31 37,3 6 46,2 0.817 
CT 44 45,8  22 39,3 22 55,0   39 47,0 5 38,5  
TT 15 15,6  12 21,4 3 7,5   13 15,7 2 15,4  
CC+CT 81 84,4  44 78,6 37 92,5 0.064  70 84,3 11 84,6 0.980 
IL-6/ -174 G/C 
CC 17 17,7  10 17,9 7 17,5 0.299  15 18,1 2 15,4 0.969 
CG 35 36,5  17 30,4 18 45,0   30 36,1 5 38,5  
GG 44 45,8  29 51,8 15 37,5   38 45,8 6 46,2  
CC+CG 52 54,2  27 48,2 25 62,5 0.166  45 54,2 7 53,8 0.980 
INF-γ/+ 87T/A 
AA 41 42,7  25 44,6 16 40,0 0.822  36 43,4 5 38,5 0.941 
AT 42 43,8  23 41,1 19 47,5   36 43,4 6 46,2  
TT 13 13,5  8 14,3 5 12,5   11 13,3 2 15,4  
AA+AT 83 86,5  48 85,7 45 112,5 0.502  72 86,7 11 84,6 0.835 
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Table 9. SNPs and their association with symptom persistence at D30. 
 
SNPs/Genotypes 
Persistence of symptoms - D30a 
Primary dengue Secondary dengue 
No Yes 
pb   
No Yes 
p 
N. (%) N. (%) 
  
N. (%) N. (%) 
FcγRIIa/-131 H/R 
HH 4 13,3 3 20,0 0.669   4 15,4 2 8,0 0.046* 
HR 19 63,3 10 66,7    20 76,9 14 56,0  
RR 7 23,3 2 13,3    2 7,7 9 36,0  
HH+HR 23 76,7 13 86,7 0.429   24 92,3 16 64,0 0.014* 
CD209/ -336 A/G 
AA 16 53,3 7 46,7 0.446   11 42,3 14 56,0 0.335 
AG 13 43,3 6 40,0    11 42,3 10 40,0  
GG 1 3,3 2 13,3    4 15,4 1 4,0  
AA+AG 29 96,7 13 86,7 0.205   22 84,6 24 96,0 0.172 
VDR/ TaqI 
CC 5 16,7 0 0,0 0.130   2 7,7 5 20,0 0.419 
CT 14 46,7 11 73,3    12 46,2 11 44,0  
TT 11 36,7 4 26,7    12 46,2 9 36,0  
TNF-α/ -308 A/G 
AA 3 10,0 0 0,0 0.447   2 7,7 1 4,0 0.079 
AG 7 23,3 4 26,7    11 42,3 4 16,0  
GG 20 66,7 11 73,3    13 50,0 20 80,0  
AA+AG 10 33,3 4 26,7 0.649   13 50,0 5 20,0 0.025* 
IL-4/-590 C/T 
CC 11 36,7 6 40,0 0.500   11 42,3 9 36,0 0.195 
CT 13 43,3 8 53,3    9 34,6 14 56,0  
TT 6 20,0 1 6,7    6 23,1 2 8,0  
CC+CT 24 80,0 14 93,3 0.245   20 76,9 23 92,0 0.139 
IL-6/ -174 G/C 
CC 4 13,3 2 13,3 0.377   6 23,1 5 20,0 0.790 
CG 8 26,7 7 46,7    9 34,6 11 44,0  
GG 18 60,0 6 40,0    11 42,3 9 36,0  
CC+CG 12 40,0 9 60,0 0.205   15 57,7 16 64,0 0.645 
INF-γ/+87T/A 
AA 14 46,7 6 40,0 0.179   11 42,3 10 40,0 0.135 
AT 15 50,0 6 40,0    8 30,8 13 52,0  
TT 1 3,3 3 20,0    7 26,9 2 8,0  
AA+AT 29 96,7 12 80,0 0.064   19 73,1 23 92,0 0.076 
Total 30 66,7 15 33,3       26 51,0 25 49,0   
a
D30: 30 days after onset of symptoms. 
b
p: Significance value. *Statistically significant. 
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Table 10. Single nucleotide polymorphisms and its association with persistence of dengue clinical symptoms on 60 
days after onset of symptoms. 
SNPsb/Genotypes 
Persistence of symptoms – D60a 
Primary dengue 
 
Secondary dengue 
 
 
           No Yes 
pc  
No Yes 
p 
N. (%) N. (%) 
 
N. (%) N. (%) 
FcγRIIa/-131 H/R 
HH 7 23.3 0 0.0 0.412  5 19.2 1 4.0 0.285 
HR 26 86.7 3 20.0   29 111.5 5 20.0  
RR 9 30.0 0 0.0   7 26.9 4 16.0  
HH+HR 33 110.0 3 20.0 0.370  34 130.8 6 24.0 0.114 
CD209/ -336 A/G 
AA 22 73.3 1 6.7 0.158  20 76.9 5 20.0 0.996 
AG 18 60.0 1 6.7   17 65.4 4 16.0  
GG 2 6.7 1 6.7   4 15.4 1 4.0  
AA+AG 40 133.3 2 13.3 0.055  37 142.3 9 36.0 0.981 
VDR/TaqI 
CC 5 16.7 0 0.0 0.807  4 15.4 3 12.0 0.148 
CT 23 76.7 2 13.3   18 69.2 5 20.0  
TT 14 46.7 1 6.7   19 73.1 2 8.0  
TNF-α/ -308 A/G 
AA 3 10.0 0 0.0 0.852  3 11.5 0 0.0 0.459 
AG 10 33.3 1 6.7   13 50.0 2 8.0  
GG 29 96.7 2 13.3   25 96.2 8 32.0  
AA+AG 13 43.3 1 6.7 0.931  16 61.5 2 8.0 0.259 
INF-γ/+ 874 T/A 
AA 19 63.3 1 6.7 0.722  17 65.4 4 16.0 0.977 
AT 19 63.3 2 13.3   17 65.4 4 16.0  
TT 4 13.3 0 0.0   7 26.9 2 8.0  
AA+AT 38 126.7 3 20.0 0.575  34 130.8 8 32.0 0.828 
IL-4/-590 C/T 
CC 16 53.3 1 6.7 0.673  15 57.7 5 20.0 0.706 
CT 20 66.7 1 6.7   19 73.1 4 16.0  
TT 6 20.0 1 6.7   7 26.9 1 4.0  
CC+CT 36 120.0 2 13.3 0.379  34 130.8 9 36.0 0.581 
IL-6/-174 G/C 
CC 6 20.0 0 0.0 0.765  9 34.6 2 8.0 0.991 
CG 14 46.7 1 6.7   16 61.5 4 16.0  
GG 22 73.3 2 13.3   16 61.5 4 16.0  
CC+CG 20 66.7 1 6.7 0.632  25 96.2 6 24.0 0.955 
Total 42 93.3 3 6.7     41 80.4 10 19.6   
 
a
D60: 60 days after onset of symptoms. 
b
SNPs: single nucleotide polymorphisms. 
c
p: Significance value. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
6.1 CARACTERIZAÇÃO DAS POPULAÇÕES GERAL E POMERANA DO 
ESPÍRITO SANTO-BRAZIL 
 
Para a realização da caracterização das populações geral e Pomerana do ES 
quanto aos SNPs -131 H/R, -336 A/G, TaqI, -308 A/G, -590 C/T, -174 G/C e +874 A/T 
nos genes FcγRIIa, CD209, VDR, TNF-α, IL-4, IL-6 e INF-γ, respectivamente,   100 
indivíduos aparentemente saudáveis da Grande Vitória representaram a população 
geral e 59 indivíduos aparentemente saudáveis de Santa Maria de Jetibá 
representaram os pomeranos. 
Quanto aos SNPs nos genes dos receptores FcγRIIa, DC-SIGN e VDR, suas 
frequências genotípicas encontradas estiveram em HWE em ambas populações e não 
foi encontrada diferença estatisticamente significante nas distribuições alélicas e 
genotípicas entre as duas populações. As distribuições genotípicas dos SNPs nos 
genes CD209 e VDR estiveram diferentes de outras populações brasileiras estudadas, 
de modo estatisticamente significante. A distribuição genotípica do SNP no gene CD209 
na população geral do ES esteve diferente da encontrada na população de São Paulo e 
a distribuição genotípica do SNP no gene VDR esteve diferente, nas duas populações 
do ES, da população do Rio de Janeiro.  
Quanto aos SNPs nos genes que codificam as citocinas TNF-α, IL-4, IL-6 e INF-
γ, suas frequências genotípicas encontradas estão em HWE, exceto para o SNP no 
gene IL-6 na população geral do ES. Não houve diferença estatisticamente significante 
na distribuição genotípica dos SNPs nos genes TNF-α e IL-4 entre as duas populações. 
Foi observada diferença estatisticamente significante na distribuição genotípica dos 
SNPs nos genes IL-6 e INF-γ entre as duas populações.  
Embora haja fluxo gênico entre as duas populações, alguns SNPs podem 
permanecer com distribuições genotípicas ainda diferentes. Apesar disso, a distância 
genética entre as duas populações não foi estatisticamente significante.  
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6.2 ANÁLISE DA PERSISTÊNCIA DE SINTOMAS CLÍNICOS DA DENGUE 
NO PERÍODO DE 60 DIAS DE ACOMPANHAMENTO APÓS INÍCIO DOS 
SINTOMAS 
 
 Para determinar a prevalência da persistência de sintomas clínicos da dengue, 
96 indivíduos diagnosticados com dengue sintomática em 2012-2013 foram 
acompanhados por 60 dias após início dos sintomas por meio do preenchimento de um 
questionário clinico e epidemiológico em 4 entrevistas. Trinta e sete sintomas foram 
selecionados para terem a persistência estudada. Os sintomas dermatológicos, 
neurológicos, psicológicos, comportamentais, respiratórios, gastrointestinais, 
musculoesqueléticos, constitucionais, dentre outros, mais frequentes e característicos 
da dengue compuseram essa seleção.  
Nesse período de acompanhamento, 38,5% dos indivíduos reportaram ter pelo 
menos um sintoma clínico da dengue 30 dias após início dos sintomas e 11,5% após 60 
dias. Dos sintomas analisados, os mais persistentes foram os relacionados à síndrome 
da fadiga como mialgia, artralgia, astenia e mal-estar, sendo a mialgia o mais frequente.  
A persistência de sintomas em 30 dias foi associada ao gênero feminino de 
modo estatisticamente significante, no subgrupo de indivíduos com dengue primária e 
tendeu a estar associada à maior idade, no subgrupo de indivíduos com dengue 
secundária.  
A persistência de sintomas em 60 dias apenas tendeu a estar associada à 
dengue secundária.  
A medicação usada na fase aguda da infecção não esteve associada à 
persistência de sintomas clínicos da dengue na fase de convalescença. 
Foi encontrada uma possível associação entre sintomas persistentes 
musculoesqueléticos e dengue secundária e uma associação entre sintomas 
constitucionais e dengue secundária.  
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6.3 ESTUDO DA ASSOCIAÇÃO ENTRE SNPS NOS GENES FcγRIIa, 
CD209, VDR, TNF-α, IL-4, IL-6 e INF-γ E A PERSISTÊNCIA DE 
SINTOMAS CLÍNICOS DA DENGUE NA FASE DE CONVALESCÊNÇA 
 
Para estudar a influência da genética do sistema imunológico do hospedeiro na 
persistência de sintomas clínicos da dengue na fase de convalescença, foram 
selecionados SNPs em três genes que codificam receptores (FcγRIIa, CD-SIGN e VDR) 
e em quatro genes que codificam citocinas (TNF-α, IL-4, IL-6 e INF-γ). Essas sete 
moléculas estão intimamente relacionadas à imunologia da dengue e sabe-se que os 
SNPs escolhidos influenciam na imunopatologia da dengue na fase aguda.  
 A distribuição genotípica dos SNPs estudados foi semelhante entre os indivíduos 
com dengue e os indivíduos representantes da população geral do ES.  
 O SNP -131 H/R no gene FcγRIIa, foi associado à persistência de sintomas em 
30 dias, no subgrupo de indivíduos com dengue secundária. A presença do alelo H foi 
associada à não persistência de sintomas. Esse alelo apresenta frequência 
praticamente semelhante ao alelo R na população do ES, 48%. 
 A presença do alelo A do SNP -336 A/G no gene CD209 tendeu a estar 
associada à não persistência de sintomas em 60 dias, no subgrupo de indivíduos com 
dengue primária. Esee alelo é o mais frequente na população do ES, com frequência de 
62,5%. 
 O SNP TaqI no gene VDR não esteve associado à persistência de sintomas. 
 O SNP -308 A/G no gene TNF-α tendeu a estar associado à persistência de 
sintomas em 30 dias e a presença do alelo A foi associada à não persistência de 
sintomas no subgrupo de indivíduos com dengue secundária. Foi encontrada uma 
associação entre o genótipo GG e a persistência de sintomas neurológicos, 
psicológicos e comportamentais em 30 dias. O alelo A é o menos frequente na 
população do ES, com frequência de 20%, tendo o genótipo GG a frequência de 65%. 
 Foi encontrada uma tendência à associação entre a presença do alelo C no SNP 
-590 C/T no gene IL-4 e a não persistência de sintomas em 30 dias. Esse alelo 
apresenta a frequência de 60,5% na população do ES. 
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 A presença do alelo C do SNP -174 G/C no gene IL-6 foi associado à 
persistência de sintomas dermatológicos em 30 dias. Esse alelo é o menos frequente 
na população do ES, com frequência de 28%. 
 A presença do alelo A do SNP +874 A/T no gene INF-γ tendeu a estar associada 
à não persistência de sintomas em 30 dias, no subgrupo de indivíduos com dengue 
primária e à persistência de sintomas em 30 dias, no subgrupo de indivíduos com 
dengue secundária. Esse alelo está presente em 67% da população do ES. 
 Este é o primeiro estudo a determinar as frequências genotípicas dos SNPs -131 
H/R, -336 A/G, TaqI, -308 A/G, -590 C/T, -174 G/C e +874 A/T nos genes FcγRIIa, 
CD209, VDR, TNF-α, IL-4, IL-6 e INF-γ, respectivamente, no ES. Essa caracterização 
populacional do ES disponibilizou uma referência para o estudo de associação dos 
SNPs com a persistência de sintomas clínicos da dengue na fase de convalescença. 
Nossos resultados mostraram uma significativa persistência de sintomas clínicos da 
dengue 60 dias após o início dos sintomas, o que foi associado a SNPs nos genes 
FcγRIIa, TNF-α and IL-6 e possivelmente associado a SNPs nos genes IL-4, CD209 
and IFN-γ. Este foi o primeiro estudo a analisar a associação entre SNPs nos genes 
CD209, VDR, TNF-α, IL-4, IL-6 and IFN-γ e a persistência de sintomas clínicos da 
dengue.  Esse perfil genético imunológico pode servir como marcador associado às 
consequências a longo prazo da infecção pelo DENV e, consequentemente, à 
identificação precoce de pacientes com pior prognóstico ou maior permanência dos 
sintomas. Nossos achados podem ainda, futuramente, contribuir para o 
desenvolvimento de terapias e vacinas contra o DENV. 
Esse estudo inicia um avanço na compreensão da genética da imunologia da 
dengue e não deve ser considerado como um ponto final de pesquisa, mas como uma 
importante base para a melhora da prática clínica e consequentemente, do prognóstico 
dos pacientes.  
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Resumo 
O estudo dos vírus e o diagnóstico de doenças infecciosas têm sido revolucionados pelo 
desenvolvimento das técnicas moleculares, principalmente das aplicações que envolvem a reação 
em cadeia da polimerase. No caso do vírus da dengue, assim como em todos os vírus que 
possuem material genético de ácido ribonucleico, a amplificação do ácido desoxirribonucleico 
pela reação em cadeia da polimerase é precedida por uma reação de transcrição reversa. Nessa, 
ocorre a produção de um ácido desoxirribonucleico, usando o ácido ribonucleico viral como 
molde, que será usado nas reações moleculares subsequentes. Ainda antes da transcrição reversa, 
é necessária a extração/purificação do material genético viral, provavelmente o ponto mais crítico 
das análises genéticas. A sensibilidade e a qualidade da extração do material genético viral são 
cruciais para o sucesso das técnicas moleculares. Existem três principais grupos de métodos 
usados na extração do ácido ribonucleico viral: extração orgânica; extração baseada na adsorção 
do material genético e extração em gradiente isopícnico. Inúmeros protocolos baseados nesses 
três métodos já foram desenvolvidos e cada um apresenta vantagens e desvantagens que podem 
ser analisadas antes de um laboratório clínico ou de pesquisa iniciar as extrações. Nesse capítulo, 
serão discutidos os métodos de extração do ácido ribonucleico viral de diferentes amostras e suas 
particularidades, com ênfase no vírus da dengue. O processamento da amostra contendo o vírus 
será comentado, da extração do material genético às variadas análises moleculares, mostrando os 
desafios que são percorridos ao longo do processo para se conseguir um ácido ribonucleico viral 
de qualidade e, consequentemente, uma análise adequada.  
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Introdução 
Em muitos países, a dengue é uma das doenças infecciosas mais preocupantes e 
frequentes desde o final do último século (1). Trata-se de uma arbovirose humana importante em 
termos de morbidade e mortalidade e constitui um problema de saúde pública no mundo, 
especialmente nas regiões tropicais e subtropicais, onde as condições ambientais favorecem a 
proliferação dos seus vetores, os mosquitos do gênero Aedes. Estima-se que acima de 2,5 bilhões 
de pessoas vivam em área de risco e mais de cem países possuem transmissão endêmica da 
doença (2, 3).  Essa infecção pode ser assintomática ou promover quadros clínicos que variam de 
síndrome gripal leve conhecida como febre da dengue a uma doença grave e por vezes fatal 
denominada febre da dengue hemorrágica/síndrome de choque da dengue. 
Os surtos de dengue são causados por quatro sorotipos antigenicamente distintos do vírus 
da dengue (DENV), denominados vírus da dengue tipo 1 - 4 (DENV - 1, DENV - 2, DENV - 3 e 
DENV - 4) (4). Esses vírus pertencem à família Flaviviridae, ao gênero Flavivirus e possuem 
genoma de ácido ribonucleico (RNA) de fita simples, de polaridade positiva, com 
aproximadamente 11 kilobases de tamanho e massa molecular de 4 x 10
6 
daltons (5).  O vírion 
dos flavivírus tem formato esférico e diâmetro de 40 - 60 nanômetros (nm) (Figura 1). 
 
 
Figura 1. Morfologia do vírion de um Flavivirus. Kda - kilodaltons; C - proteína do capsídeo; M 
- proteína da membrana; E - proteína do envelope; nm - nanômetros. Fonte: (6). 
 
A presença do DENV pode ser detectada para fins clínicos e de pesquisa por técnicas 
sorológicas e moleculares de isolamento viral. Os métodos sorológicos detectam anticorpos 
contra o DENV e podem ser realizados somente após a fase aguda da doença (após o sexto dia de 
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sintomas aproximadamente). Além disso, não permitem a sorotipagem e a quantificação viral (7, 
8). O isolamento viral permite a detecção e a sorotipagem do DENV já na fase aguda da doença, 
porém, não permite a quantificação viral. O isolamento também apresenta a desvantagem de ter 
seu sucesso afetado por muitos problemas de manipulação e armazenamento das amostras, além 
de ter grande demanda de tempo, trabalho e instalações especiais. As metodologias moleculares, 
cujo objetivo é a detecção do genoma viral, tornaram-se excelentes ferramentas para diagnóstico 
e pesquisa do DENV, por serem mais rápidas e sensíveis que as outras metodologias (7-10). Com 
o uso de técnicas moleculares, podem ser feitos testes diagnósticos sensíveis e variados estudos 
específicos do genótipo viral, importantes em muitas áreas (11). Dentre os métodos moleculares 
para detecção de vírus com genoma de RNA, como o DENV, está a transcrição reversa seguida 
da reação em cadeia da polimerase (do inglês: reverse transcription -polymerase chain reaction – 
RT-PCR). Nessa técnica, a transcrição reversa produz ácido desoxirribonucleico (DNA) a partir 
do RNA viral e a posterior PCR amplifica esse DNA. A RT-PCR apresenta várias modificações 
com etapas pós-reação em cadeia da polimerase (PCR) como nested-PCR, hibridização dos 
produtos com sondas de oligonucleotídeos tipo-específicas (Southern Blot/Dot Blot), reações de 
polimofismos de comprimento de fragmento de restrição (do inglês: restriction fragment length 
polymorphism - RFLP), eletroforese de campo pulsado (do inglês: pulsed field gel 
electrophoresis - PEGF), microarranjos de DNA e sequenciamento dos nucleotídeos dos produtos 
da PCR. Todas essas modalidades permitem rapidamente detectar e sorotipar o DENV na fase 
aguda da dengue. Uma modificação mais recente da RT-PCR é a RT-PCR em tempo real, que 
possui mecanismo de detecção e quantificação por fluorescência, de modo que a amplificação, a 
detecção e a quantificação do DNA acontecem em uma única etapa. Essa metodologia permite, 
além de detectar e sorotipar o DENV nos primeiros dias de sintomas, quantificar o vírus, ou seja, 
medir a carga viral presente na amostra (9, 10). A RT-PCR em tempo real que disponibiliza 
resultados de quantificação se chama RT-PCR em tempo real quantitativa (do inglês: quantitative 
reverset transcription-polymerase chain reaction - qRT-PCR) (12-18). 
 A primeira etapa necessária para a realização de qualquer metodologia molecular para 
estudo do DENV é a extração/purificação do RNA viral. A extração do RNA é um passo crítico 
para a detecção segura do vírus (19, 20) e é o elemento chave para o sucesso das análises 
moleculares.  
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Histórico 
Na década de 60, Kurland e colaboradores desenvolveram o isolamento de RNA por 
centrifugação em gradiente de cloreto de césio (CsCl) (21) e desde então, novos protocolos para 
extração de RNA de variadas amostras foram desenvolvidos. Modificações a esse método foram 
feitas, sendo umas das mais usadas e iniciais a ultracentrifugação em CsCl disponibilizada por 
Glisin e colaboradores em 1974 (22). Embora a extração por gradiente de CsCl tenha sido o 
primeiro método de purificação do RNA, atualmente é pouco usado, principalmente entre as 
formas comerciais de extração (21). 
Em 1968, Kirky, Later e Chirgwin aperfeiçoaram a extração de RNA usando tiocianato de 
guanidina, um forte desnaturante, e β-mercaptoetanol (β-met), um agente redutor, em conjunto ou 
com extração por etanol ou com ultracentrifugação em CsCl (23).  Posteriormente, Feramisco e 
colaboradores, em 1982, descreveram o sucesso da combinação da guanidina com fenol para a 
extração de RNA (24). Devido às várias desvantagens e baixa reprodutividade das técnicas 
desenvolvidas até então, foram necessários novos aperfeiçoamentos e em 1987 Piotr 
Chomczynski e Nicoletta Sacchi publicaram o método de extração orgânica com tiocianato ácido 
de guanidina - fenol - clorofórmio, no qual, em uma única etapa foi possível a extração do RNA 
dentro de 4 horas (25).  Devido à sua maior agilidade, maior facilidade, sensibilidade, pureza do 
RNA, reprodutividade e diminuição da quantidade de amostra necessária, esse método tornou-se 
padrão ouro na extração de RNA, sendo usado como princípio de muitos reagentes comerciais (9, 
21, 26, 27). 
O conhecimento da capacidade do ácido nucleico de se ligar a partículas magnéticas, de 
sílica e de vidro na presença de agentes caotrópicos é anterior ainda ao desenvolvimento da 
primeira técnica de extração de RNA (26).  Em 1982, Marko e colaboradores usaram essa 
propriedade para extração de ácido nucleicos por meio de partículas de vidro na presença de 
percolato de sódio (28). Em 1990, essa técnica foi aperfeiçoada por Boom e colaboradores (29) 
com uso de tiocianato de guanidina como agente coatrópico para ligação do ácido nucleico a 
partículas de sílica. Posteriormente, foram desenvolvidos vários protocolos de adsorção do RNA 
a esferas magnéticas. Devido a sua rapidez e facilidade, a técnica de Boom e colaboradores (29) 
foi usada como base para grande parte dos kits comercialmente disponíveis que usam 
minicolunas de sílica em tubos de ensaio para adsorção do ácido nucleico e isolamento do 
mesmo. 
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Extração de RNA do vírus da dengue 
O RNA do DENV pode ser detectado em soro, plasma, líquido cerebroespinhal e tecidos 
frescos ou fixados em parafina. Um estudo realizado por Mizuno e colaboradores em 2007 (30) 
detectou o DENV-1 em amostras de urina e saliva de um paciente com dengue, mostrando que 
outros tipos de amostras também podem ser usados. Prado e colaboradores em 2005 (31) 
conseguiram detectar o genoma viral em amostras de sangue coletado em papel de filtro, com 
manutenção da integridade do RNA por até 9 semanas após a coleta do sangue. Esse é um 
método de coleta fácil e vantajoso, porém, muitos laboratórios ainda não conseguem isolar com 
sucesso o genoma viral a partir do sangue em papel filtro, para isso, são necessários mais estudos 
para aprimoramento de um protocolo reprodutível. 
O RNA pode estar presente nessas amostras em baixas titulações e a qualidade após a 
extração é crucial para as reações subsequentes (7). Embora alguns vírus possam ser detectados 
no plasma, sem qualquer purificação anterior (32), esse não é o caso do DENV. Assim, é 
importante atenção especial à etapa de extração do seu RNA. 
 
Qualidade da extração 
Primeiramente, deve-se levar em consideração que o RNA é uma molécula instável e de 
fácil degradação, pois, além de ser fita simples, a presença do grupo hidroxila no carbono de 
número 2 na sua ribose (Figura 2) facilita a sua reação com enzimas degradativas. Como o pré-
requisito para o funcionamento das técnicas moleculares é a extração de um RNA puro, íntegro e 
de qualidade (33), os métodos de extração de RNA são otimizados para a sua proteção durante 
todo o processo.  
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Figura 2. Esquema do ataque nucleofílico e formação da ligação fosfodiéster. Em vermelho 
estão destacadas as hidroxilas livres do carbono de número 2 das riboses. 
 
Antes da extração, devem ser observadas as necessidades de cuidado na coleta e 
armazenamento das amostras. Para amostras de sangue, a extração deve ser procedida 
rapidamente após a coleta da amostra (entre 4 e 6 horas). Caso a extração não possa ser realizada 
nesse período, o sangue coletado em tubo sem gel separador de plasma deve ser centrifugado e o 
soro/plasma transferido para outro tubo dentre 4 e 6 horas para que seja congelado a -80 ⁰C até a 
extração do RNA (34). O plasma de sangue coletado em tudo com gel separador pode ser 
mantido refrigerado por até 5 dias, quando então deve ser congelado a -80 ⁰C ou submetido à 
extração do RNA.  Tecidos devem ser congelados em nitrogênio líquido, embebidos em solução 
de preservação de RNA ou submetidos à extração do RNA em até 1 hora após a coleta (34). 
Geralmente, amostras de tecidos são coletadas de falecidos, sendo importante limitar o tempo 
entre o falecimento e a coleta (21). Amostras de líquido cerebroespinhal devem sempre 
permanecer em banho de gelo e o RNA deve ser extraído em até 4 horas após a coleta (34) 
(Figura 3). 
 
Figura 3. Fluxograma mostrando o período ideal para realização da extração do RNA após a 
coleta das diferentes amostras e o modo de armazenamento das mesmas até a extração. 
 
Resultados moleculares falso-negativos (resultados negativos por erro na detecção do 
RNA e não pela ausência do vírus) são frequentemente causados por ação de ribonucleases 
(RNAses), enzimas que degradam o RNA e impossibilitam a amplificação do DNA na PCR. 
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Essas enzimas são motivo de preocupação, uma vez que, além de possuírem grande capacidade 
de degradação, são estáveis, não precisam de cofatores, estão presentes em muitos locais 
(amostra, soluções, manipulador e ambiente) e são resistentes a vários tratamentos inclusive 
térmicos como fervura e autoclavagem (26, 35, 36). Por isso, durante todas as etapas de extração 
do RNA devem ser tomadas precauções rigorosas contra contaminação com RNAses: luvas 
devem ser usadas a todo o momento e trocadas frequentemente para evitar a contaminação com 
RNAses presentes na mão; todo material de plástico utilizado deve ser estéril, livre de RNAses e 
não deve ser reutilizado; é recomendado o uso de ponteiras com filtro; pipetas devem ser de uso 
exclusivo para extrações de RNA; vidrarias devem ser bem lavadas, tratadas com o inibidor de 
RNAses chamado dietilpirocarbonato (DEPC), autoclavadas e secas em estufa; utensílios tratados 
com DEPC devem ser posteriormente submetidos à total remoção do DEPC, pois esse pode inibir 
reações moleculares subsequentes; água e soluções a serem usadas devem ser tratadas com DEPC 
e autoclavadas (com exceção de soluções contendo tris(hidroximetil)aminometano, pois esse 
inativa o DEPC); se possível, as soluções devem ser filtradas em membrana de nitrocelulose 
(0,22 micrômetros - µm) para melhor retirada de RNAses; tubos, amostras e soluções devem ser 
abertos somente quando necessário e por fim, RNAses endógenas da amostra devem ser 
inativadas no primeiro passo de qualquer protocolo de extração de RNA (21). Em adição a esses 
cuidados, os protocolos podem usar um “sistema repórter”, um RNA sintético marcado com 
radiação, como, por exemplo, fósforo-32 (
32
P). A recuperação desse RNA intacto ao final da 
extração indica que o protocolo funcionou corretamente, sem degradação por RNAses (21). 
Outra importante consideração a se fazer sobre o RNA é que, uma vez extraído é 
recomendado que seja armazenado a -80⁰C e, idealmente, em alíquotas pois além se ser instável 
devido à degradação por RNAses, o RNA também  é facilmente degradado por processos de 
congelamento seguidos de descongelamento. O congelamento do RNA em alíquotas permite que 
ele seja submetido apenas uma vez ao descongelamento (36). 
Para evitar resultados falsos negativos ou até mesmo falsos positivos é recomendado o 
uso se controles positivos e negativos desde a extração do RNA (36).  O controle positivo é uma 
amostra que se sabe que contem o vírus, de preferência uma amostra diluída para uma 
concentração viral que esteja no limite de detecção da técnica de extração. Esse controle é 
importante para a garantia da sensibilidade da técnica. Já o controle negativo, é uma amostra na 
qual se sabe que o vírus está ausente. Essa amostra sempre deve ser manipulada por último, após 
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as amostras serem analisadas e após os controles positivos, para a garantia de que não houve 
contaminação entre as amostras durante o processo de extração. 
As técnicas de extração de RNA podem ser qualificadas quanto à quantidade e pureza do 
RNA por meio da espectrofotometria. Nessa análise, um espectrofotômetro como o NanoDrop 
(Thermo Scientific), por exemplo, mede a absorbância do RNA, o qual o absorve a luz no 
comprimento de onda de 260 nm. Inicialmente uma alíquota da solução com o RNA extraído é 
diluída em água deionizada e submetida à leitura da absorbância pelo espectrofotômetro. A 
medida da absorbância a 260 nm (A260) possibilita o cálculo da quantidade do RNA extraído por 
meio da fórmula [RNA] = (A260 x Fc x fd)/1000, onde Fc corresponde ao fator de conversão que 
é de valor 40  (A260 nm=1 corresponde a 40 microgramas por mililitros (µg⁄ml) de RNA); fd 
corresponde ao fator de diluição da amostra em água para a leitura do espectrofotômetro e o 
resultado é dividido por 1000 para uma concentração em microgramas por microlitro (µg⁄µl).   
Proteínas absorvem a luz no comprimento de onda de 280 nm e o espectrofotômetro já 
disponibiliza a razão da A260 pela absorbância a 280nm (A280) da solução de RNA. Razões 
A260⁄A280 maiores ou iguais a 1,75 indicam que a técnica de extração do RNA conseguiu 
disponibilizar um RNA com pureza satisfatória. Uma razão com valor entre 1,8 e 2,0 é a ideal 
para qualquer análise de RNA, pois indica um alto grau de pureza da solução de RNA extraído. 
Já razões abaixo de 1,75 indicam presença de contaminantes como proteínas e DNA ou acidez da 
solução contendo o RNA, ou seja, indicam que a técnica de extração não disponibilizou um RNA 
com pureza satisfatória. Metodologias posteriores à extração do RNA mais simples como a RT-
PCR conseguem ser realizadas com sucesso mesmo após uma extração de um RNA impuro, no 
entanto, técnicas mais elaboradas como sequenciamento ou medidas de expressão gênica com 
microarranjos requerem um RNA puro.   
 
Métodos de extração do RNA 
As variadas técnicas aplicadas na extração do RNA viral podem ser divididas em três 
grandes grupos: 1) técnicas baseadas no uso de fortes agentes desnaturantes e componentes 
orgânicos, como as técnicas derivadas da técnica de Chomczynski-Sacchi (1987) (25); 2) 
métodos baseados na adsorção do RNA a superfícies específicas na presença de sais caotrópicos, 
como os kits comercialmente disponíveis baseados na afinidade do RNA a membranas de 
sílica/gel chamadas colunas ou as técnicas derivadas da metodologia de Boom e colaboradores 
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(1990)  (29) e 3) protocolos que exploram a separação do RNA em gradiente de centrifugação 
isopícnico (21, 26). 
As técnicas de extração são variadas, mas usam etapas básicas para a extração do RNA. 
Inicialmente as membranas lipídicas são lisadas por uma solução detergente. Em seguida, é feita 
a purificação do RNA: remoção de restos celulares; desnaturação proteica; remoção de 
contaminantes como proteínas, DNA e fenol e separação do RNA dos outros componentes. 
Depois de purificado, o RNA é precipitado ou isolado e a última etapa é a dissolução ou eluição 
do RNA com água ou tampão. A eluição pode ser antecedida pela reidratação do RNA quando 
necessário. 
 
Extração Orgânica 
Nos protocolos de extração orgânica do RNA a amostra é lisada por agentes químicos 
desnaturantes como tiocianato de guanidina e redutores como o β-met (37, 38) e, posteriormente, 
a solução é submetida à extração orgânica com fenol e clorofórmio e à precipitação com álcool.  
A centrifugação da solução (amostra, fenol, clorofórmio e agente desnaturante) resulta na 
formação de três fases com cor, conteúdo e localização diferentes no tubo: uma fase aquosa 
superior de cor clara, que contém os ácidos nucleicos; uma pequena camada esbranquiçada 
intermediária, que contem proteínas dissolvidas em fenol e uma fase orgânica inferior de 
coloração rósea, que contém lipídeos dissolvidos em clorofórmio e fenol (Figura 4). Por 
precipitação com álcool, o RNA é recuperado da fase aquosa. 
 
Figura 4. Fases formadas na extração orgânica do RNA. 
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O tiocionato de guanidina e o β-met desnaturam proteínas por quebra de ligações não 
covalentes que mantém a estrutura terciária e quaternária das proteínas, fazendo-as precipitar, 
perder a estabilidade e consequentemente perderem a atividade biológica.  O primeiro reagente é 
um agente caotrópico (39), que quebra ligações hidrofóbicas e o segundo é um agente redutor, 
que desfaz as ligações dissulfeto (40). Desse modo, ambos conseguem efetivamente inativar as 
RNAses presentes na amostra.  
O fenol utilizado deve ser livre de nucleases e hidratado ou saturado com água. Esse fenol 
é uma solução de 72% de fenol e 28% de água, com pH ajustado para 4 (26). Esse pH ácido é 
importante para manter o RNA na fase aquosa e remover o DNA dessa fase, uma vez que a 
extração de ácidos nucleicos por fenol é pH dependente: em pH básico o DNA fica na fase 
aquosa e em pH ácido o DNA é desnaturado e precipita para a fase orgânica ficando somente o 
RNA na fase aquosa (41). 
Clorofórmio é um solvente orgânico que, além de ajudar na desnaturação proteica e 
facilitar na formação das três fases, também tem o papel fundamental de remover o fenol residual 
da fase aquosa. O clorofórmio é em torno de 10 vezes mais solúvel em água que o fenol e, 
portanto, consegue separar o fenol da fase aquosa. O álcool isoamílico pode ser usado juntamente 
com o clorofórmio para ajudar na separação das fases, uma vez que diminui a formação de 
espuma (26). 
O RNA é recuperado da fase aquosa por precipitação com etanol e sal catiônico. Após 
centrifugações, é formado um pellet esbranquiçado no fundo do tubo contendo o RNA. Essa 
coloração branca é devido à presença de sais precipitados juntamente com o RNA, os quais 
devem ser removidos por lavagens com etanol (21). O etanol induz a transições estruturais nas 
moléculas de RNA de modo a causar a formação de agregados que precipitam. Assim, ocorre a 
concentração do RNA e sua separação dos outros componentes da fase aquosa. Os sais catiônicos 
usados podem ser cloreto de sódio, acetato de sódio e acetato de amônio sendo os dois últimos 
preferenciais, pois o cloreto de sódio tem baixa afinidade pelo etanol, sendo mais difícil de ser 
retirado do pellet (26). O isopropanol pode ser usado no lugar do etanol na precipitação, sendo 
importante para casos onde a capacidade de volume do tubo usado na extração é limitada, pois a 
quantidade de isopropanol usada para precipitar certa concentração de RNA é menor que a 
quantidade de etanol necessária. No entanto, uma atenção especial deve ser dada ao se usar 
isopropanol, pois esse co-precipita sais com o RNA e é menos volátil que o etanol. Assim, o 
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pellet formado por precipitação com isopropanol precisa ser lavado com etanol para a retirada do 
isopropanol e sais (26). 
O RNA extraído é dissolvido em água livre de RNAses ou tampões apropriados e deve 
ser armazenado em tubos estéreis, hidrofóbicos, não manipulados por mãos sem luvas e tratados 
com água com DEPC. O armazenamento deve ser feito em temperaturas de -80 ⁰C ou menores, 
para garantir a inatividade de RNAses e a estabilidade do RNA (34). 
A extração orgânica é realizada com variadas modificações e representa o “padrão ouro” 
nas rotinas de laboratório. A técnica de Chomczynski-Sacchi (1987) (25), uma das mais 
conhecidas técnicas de extração orgânica de RNA, foi desenvolvida para extração de RNA a 
partir de amostras de células cultivadas ou tecidos. Esses autores conseguiram purificar RNA não 
degradado e com boa quantificação dentro de 4 horas (25). Em seu protocolo, Chomzysnki e 
Sacchi usaram como solução desnaturante (Solução D), uma solução feita com 4 molar (M) de 
tiocianato de guanidina, 25 milimolar (mM) de citrato de sódio em pH 7,0, 0,5 % de sarcosil e 
0,1 molar (M) de β-met ou β-mercaptoetanol . Inicialmente, a solução D é homogeneizada com a 
amostra e então são adicionados o acetato de sódio, o fenol saturado com água e uma mistura de 
clorofórmio com álcool isoamílico (na proporção 49:1). A mistura passa por resfriamento e uma 
centrifugação, após a qual, o RNA encontra-se na fase aquosa e os outros componentes nas fases 
intermediária e orgânica. A porção contendo o RNA é misturada com isopropanol e a 
precipitação do RNA é feita a -20 ⁰C. O pellet de RNA formado após uma centrifugação é 
misturado com solução D e a precipitação é repetida. Após uma última centrifugação, o pellet de 
RNA é lavado com etanol 70-80 %, passa pela secagem e é dissolvido em dodesil sulfato de 
sódio 0,5 % (25). 
Reagentes como TRI Reagente® (Sigma-Aldrich), TRIzol
®
 Reagents (Invitrogen-Life 
Techonologies), Brazol (LCG Biotecnologia), TRIsure (Bioline), dentre outros, são baseados na 
técnica de Chomczynski-Sacchi e estão comercialmente disponíveis. O TRI Reagente
®
 e o 
TRIzol
®
 LS Reagente permitem extração de RNA de origem viral a partir de plasma/soro 
humano e oferecem a possibilidade de extração simultânea do DNA e das proteínas presentes na 
amostra. 
A extração orgânica apresenta algumas desvantagens como a possível separação 
incompleta das proteínas do RNA e a contaminação da fase aquosa pela fase orgânica. Além 
disso, as técnicas baseadas nesse tipo de extração podem ser demoradas, são trabalhosas, usam 
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reagentes perigosos, necessitam de muita vidraria e utensílios plásticos e por fim, podem ser 
inadequadas para manipulação de muitas amostras (7, 21). Por outro lado, essa é uma das 
técnicas que apresenta maior sensibilidade e pureza do RNA. É uma técnica adequada para 
purificação de RNAs pequenos (<200 nucleotídeos) e que serão usados posteriormente em 
métodos que requerem muita pureza do RNA. 
Os reagentes comercialmente disponíveis baseados nessa técnica reduzem o tempo 
necessário para a extração do RNA e por isso permitem a extração do RNA de muitas amostras 
facilmente, no entanto podem não ter a mesma sensibilidade da extração orgânica realizada com 
reagentes preparados adequadamente no laboratório (26). 
 
Métodos baseados na adsorção do RNA 
Métodos baseados na adsorção do RNA usam a propriedade desse ácido nucleico de se 
ligar em superfícies como esferas magnéticas (42), sílica (21, 43), materiais de látex de 
poliestireno (44), matriz de celulose ou fibras de vidro (45), na presença de determinados sais ou 
agentes caotrópicos. Esses possuem a propriedade de desorganizar a estrutura tridimensional de 
ácidos nucleicos e proteínas, desnaturando essas macromoléculas. Dentre esses métodos, 
encontra-se a técnica de Boom e colaboradores (1990) (29), que usa esferas de sílica, kits que 
usam partículas de vidro como o High pure viral nucleic acid kit (Roche Applied Science), kits 
que usam esferas magnéticas como o InviMag
®
 vírus RNA Mini Kit (STRATEC Molecular) e os 
kits comercialmente disponíveis que usam minicolunas de sílica.  
Boom e colaboradores (29) desenvolveram um protocolo para extração de RNA de soro e 
urina, baseado em dois fundamentos: a inativação das RNAses pelo tiocianato de guanidina e a 
ligação do RNA a partículas de sílica ou diatomáceas (algas unicelulares cuja parede celular é de 
sílica) na presença de altas concentrações de tiocianato de guanidina. Nesse protocolo, a amostra 
é lisada por tiocianato de guanidina e é misturada às partículas de sílica para adsorção do RNA. 
Os complexos de RNA + sílica são sedimentados e os contaminantes retirados por 
centrifugação/descarte do sobrenadante. O RNA adsorvido à sílica é lavado com etanol e acetona 
e posteriormente é deixado para secar. Por fim, o RNA é eluído em um tampão aquoso livre de 
sal e a sílica é removida por centrifugação (7, 21, 29).  De acordo com os autores do protocolo, 
essa técnica é barata, não exige muitos equipamentos do laboratório e disponibiliza RNA livre de 
RNAses, portanto, não degradado (7). Desvantagens desse método são a dificuldade na remoção 
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das partículas de sílica após a eluição do RNA e a baixa eficiência na extração de pequenos 
RNAs. 
Os kits comercialmente disponíveis, baseados em colunas, representadas na Figura 4, 
permitem a extração de RNA em fase sólida a partir de pequenas quantidades de amostra (46). A 
amostra é adicionada à coluna e o RNA se liga à mesma em pH ácido e alta concentração de sal 
no tampão de ligação, o qual ainda pode conter agentes desnaturantes, detergentes, isopropanol e 
indicador de pH. A lavagem das colunas para purificação do RNA a elas aderido é feita com 
tampões de lavagem contendo fosfato de potássio ou etanol e o RNA é eluído com tampão de 
eluição ou água livre de RNAses (7, 21). As principais etapas da extração de RNA com uso de 
colunas estão ilustradas na Figura 5. 
 
Figura 4. Colunas. 
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Figura 5. Principais etapas da extração de RNA com uso de colunas. 1. Uma pequena quantidade 
da amostra é adicionada a um microtubo. 2. A amostra é incubada com uma solução de lise para 
que ocorra a lise das membranas celulares e digestão proteica. 3. A solução resultante é 
adicionada à coluna e esta é centrifugada. O RNA permanecerá ligado à coluna. 4. Um tampão de 
lavagem é adicionado à coluna e esta centrifugada. O processo é repetido e assim, a coluna é 
lavada duas vezes para retirada de moléculas, diferentes do RNA, que possam a ela estar 
aderidas. A lavagem dupla permite que apenas o RNA permaneça ligado à coluna 5. Um tampão 
de eluição (ou água livre de RNAses) é adicionado à coluna e esta é centrifugada. Ao final do 
processo, o RNA é eluído da coluna e encontra-se dissolvido no tampão.    
 
Várias empresas disponibilizam kits baseados em colunas como a Qiagen, que apresenta 
11 tipos de kits disponíveis para extração de RNA viral, a Invitrogen-Life Technologies (atual 
Thermo Fisher Scientific - Life Technologies) que possui o PureLink
®
 RNA/DNA viral 
purification, a Axygen  que possui o Kit de purificação de DNA/RNA viral, dentre várias outras. 
O uso de coluna acelera, facilita, garante o lucro da extração e reduz o risco de 
contaminação durante o processo. No entanto, assim como a técnica de Boom e colaboradores 
(29), não é adequada para extração de pequenos RNAs. Alguns pesquisadores descrevem ainda 
que pode resultar na extração de RNA menos puro se comparada à extração orgânica (47). A 
principal desvantagem do uso de kits de colunas é o alto preço. Com o objetivo de solucionar 
esse problema, Siddappa e colaboradores (48) publicaram um artigo em 2007, no qual 
descreveram uma técnica para reutilizar as colunas para várias extrações (acima de 20 extrações), 
sem que elas percam a capacidade de adsorção ou purificação do ácido nucleico (48). Segundo 
esses autores, a incubação das colunas usadas em solução de ácido clorídrico (HCl) 1 M por 24 
horas pode eficientemente eliminar qualquer ácido nucleico a elas ligado e deixá-las prontas para 
uso em uma nova extração. Como os kits fornecem o volume dos reagentes condizente com o 
número de colunas, os autores relatam que, com a composição correta das soluções necessárias, 
os laboratórios conseguem fazê-las para reutilizarem as colunas. 
 
Extração de RNA por gradiente isopícnico 
A extração de RNA por gradiente isopícnico ou por equilíbrio de gradiente de densidade, 
como também é chamada, consegue isolar o RNA por ultracentrifugação ou centrifugação em 
185 
 
 
altas velocidades por longo período de tempo, com uso de sais que apresentam gradiente de 
densidade como o CsCl ou trifluoroacetato de césio (CsTFA). Ao longo do processo de extração, 
o RNA se posiciona no gradiente de densidade desses sais, em uma faixa que corresponde à sua 
própria densidade (21) e assim pode ser isolado.  
É usada uma grande concentração dos sais do metal pesado césio, cujos íons são 
lentamente levados para o fundo do tubo durante a centrifugação formando um gradiente 
contínuo de densidade na coluna líquida presente no tubo. Com o tempo, a tendência dos íons se 
concentrarem no fundo é contrabalanceada pela tendência deles se dispersarem por difusão, 
estabilizando o gradiente. À medida que o gradiente se forma, as moléculas de RNA são levadas 
para o fundo do tubo ou flutuam até encontrarem uma posição, onde sua densidade de flutuação 
equivale à sua densidade natural e onde ficam paradas com estabilidade (41).  
Para a extração do RNA, inicialmente a amostra é misturada com tiocianato de guanidina 
e CsCl ou CsTFA e, posteriormente, submetida à centrifugação. A fração de densidade 
correspondente ao RNA é separada e o RNA é precipitado com etanol. O uso da guanidina 
permite, assim como nos outros métodos de extração, inibir a ação das RNAses. A sensibilidade e 
precisão do gradiente de densidade formado permite a separação de moléculas puras de RNA (21, 
22). Essa técnica é tão sensível que pode separar RNAs com pequenas diferenças na composição 
de bases. As desvantagens desse método são a necessidade de tempo prolongado para 
centrifugação ou de uma ultracentrífuga. 
 
Sistemas automatizados de extração de RNA 
Existem empresas que disponibilizam equipamentos que permitem a extração de ácidos 
nucleicos de modo totalmente automatizado, ou com uso dos kits comerciais ou com protocolos 
próprios para os equipamentos. Com essas tecnologias, um maior número de amostras pode ser 
processado ao mesmo tempo e com menor possibilidade de erro. 
Um sistema universal de extração automatizado de RNA da Qiagen chama-se BioRobot. 
Esse sistema é baseado na ligação do RNA à fase sólida, lavagem dessa e eluição do RNA e 
permite o processamento de 96 amostras por análise. A Qiagen também possui o sistema robótico 
QIAcube, que automatiza a extração com os kits baseados em coluna (www.qiagen.com). 
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A Invitrogen-Life Technologies possui o iPrep™, o qual faz extração automatizada de 
ácidos nucleicos usando a tecnologia de adsorção a esferas magnéticas. Esse equipamento 
permite o processamento de 12 amostras em até 30 min (www.lifetechnologies.com). 
A Promega possui o sistema Maxuell
®
, que também usa a tecnologia de esferas 
magnéticas para extração de até 16 amostras em menos de 45 min (www.promega.com.br). 
A Roche Diagnostics possui o equipamento MagnaPure, que realiza até 32 extrações por 
corrida (www.roche.com.br). 
Além dessas empresas, outras também oferecem sistemas automatizados não só para 
extração do RNA, mas também para amplificação, quantificação e detecção do RNA como Roche 
Disgnostics que possui a plataforma Cobas
®
 Ampliprep/Cobas TaqMan.  
Embora esses equipamentos tenham custo elevado, manutenção dispendiosa e grande 
gasto de descartáveis e reagentes próprios, fornecem uma alternativa eficiente para laboratórios 
com alta demanda de análises. 
  
Comparação entre as principais técnicas de extração de RNA  
A técnica ideal de extração seria aquela que disponibilizasse grande quantidade de RNA 
puro e intacto, de modo rápido e reprodutível, com pouco custo e capaz de permitir extração de 
grande número de amostras simultaneamente. No entanto, nem todas as técnicas disponíveis 
apresentam todas essas qualidades juntas. Cada técnica tem vantagens e desvantagens que devem 
ser revisadas antes de um laboratório decidir qual delas lhe é mais adequada.  Abaixo, será feito 
um resumo dos achados de vários trabalhos que comparam diferentes técnicas de extração de 
RNA quanto às características de quantidade e pureza do RNA, qualidade da inativação de 
RNAses, custo, rapidez e reprodutividade que cada técnica apresenta. Vale lembrar que dentro da 
mesma técnica, os variados protocolos também apresentam diferenças. 
Poma e colaboradores (49) compararam três kits comerciais baseados em minicolunas de 
sílica quanto à quantidade de RNA recuperada, eficiência da posterior amplificação e presença de 
inibidores de reações moleculares no RNA extraído. Os kits comerciais foram QIAamp
®
 Viral 
RNA Mini Kit (Qiagen), PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen-Life Technologies) e 
NulceoSpin
®
 RNA Virus (Macherey-Nagel). Segundo os autores, o kit da Invitrogen-Life 
Technologies apresentou maior eficiência na amplificação do RNA extraído por qRT-PCR, 
mesmo na presença de inibidores da PCR nas amostras. Isso se deve à maior capacidade desse kit 
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de eliminar contaminantes e, portanto, de purificar o RNA. Substâncias que inibem a PCR e 
devem ser eliminadas no processo de extração do RNA são: íons de ferro e cálcio, ácido húmico 
(50), tanino (51), grupo heme, heparina, anticorpos, lipídeos (52, 53) e tiocianato de guanidina. 
Essas variações na eficiência da amplificação do RNA entre kits de extração pode ser ocasionada 
por diferenças na natureza das colunas e dos tampões de lise e lavagem (49). 
Kurar e colaboradores (54) compararam cinco protocolos para extração de RNA, sendo 
três baseados na extração orgânica (TRIzol - Invitrogen-Life Technologies, TRItidy – Applichem 
e EZ-RNA - Omega Bio-Tek) e dois baseados em colunas (UltraClean™- MO-BIO Laboratories 
e E.Z.N.A.
®
 - Biological Industries). A comparação foi feita em relação à quantidade e qualidade 
do RNA e à eficiência da amplificação na RT-PCR. O protocolo que disponibilizou menor 
quantidade de RNA foi o EZ-RNA e o de maior quantidade o UltraClean™. Os protocolos 
baseados em colunas precisaram de digestão com enzima que digere DNA (DNAse-I) pois 
apresentaram muita contaminação com DNA. Os cinco protocolos extraíram RNA puro (após 
digestão com DNAse-I), diferindo na quantidade do RNA isolado (54). Quanto a esse fato, Deng 
e colaboradores (33) afirmaram que protocolos de extração de RNA orgânica podem ter menor 
contaminação com DNA quando a coleta da fase aquosa ocorre sem nenhum contato com as 
outras fases e o trabalho de Phongsisay e colaboradores (55) afirma que independente do 
protocolo, deve ser usada a digestão com DNAse-I para evitar contaminação com DNA e futuros 
erros na interpretação da RT-PCR. No uso de colunas, o erro do manipulador é bem menos 
frequente e o processo de extração é simples, mas, como mostrado no trabalho de Kurar e 
colaboradores (54), a digestão com DNAse-I é indispensável. Esses autores, assim como Bustin 
(56) ainda sugerem que o tratamento com DNAse-I seja feito apenas na alíquota de RNA a ser 
usada na análise molecular, e que o RNA a ser armazenado não deve passar pela digestão até ser 
usado. Isso, para evitar que a solução de DNAse-I, que pode estar contaminada com RNAse, 
degrade também o RNA. Kurar e colaboradores (54) também sugerem que o melhor método para 
conservação do RNA extraído é a produção do cDNA complementar (cDNA) por transcrição 
reversa e o armazenamento deste, que é bem mais estável que o RNA. 
Em 2011, Dettogni e Louro (7) compararam a extração do RNA do DENV-2 a partir de 
plasma  humano com uso do QIAamp
®
 UltraSens Virus Kit (Qiagen) e do método de 
Chomzynski e Sacchi (1987) (25). No estudo, de 47 amostras de pacientes com diagnóstico 
clínico da dengue, 34 foram positivas para a presença do DENV-2 pela RT-PCR com o RNA 
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extraído pela extração orgânica e 27 com o RNA extraído pelo Kit. Além disso, o estudo mostrou 
que a extração orgânica isolou RNA com quantificações maiores que o Kit (7).  
De Paula e colaboradores (12) compararam três métodos para extração do RNA do 
DENV: QIAamp
®
 Viral RNA Mini Kit,   método de Chomzynski-Sacchi e TRIzol
®
. De 100 
amostras analisadas pela RT-PCR, nenhuma foi positiva após extração do RNA por TRIzol
®
 ou 
pelo método de Chomzynski e Sacchi e seis foram positivas após extração do RNA pelo Kit. 
Assim, segundo os autores, o método mais indicado para extração do RNA para diagnóstico 
molecular da dengue é o QIAamp
®
 Viral RNA Mini Kit. 
Um trabalho desenvolvido por Verheyden e colaboradores e publicado em 2003 (20) 
comparou três métodos para extração de RNA viral: método de Chomczynski-Sacchi, o kit 
PURE-SCRIPT
®
 (Gentra Systems), baseado na precipitação diferencial do RNA e o QIAamp
®
 
Viral RNA Mini Kit. Nesse trabalho, o método menos sensível foi o de Chomczynski-Sacchi e o 
mais indicado também foi o kit da Qiagen, por sensibilidade e rapidez na extração do RNA. 
Fransen e colaboradores, em 1998 (19), publicaram um trabalho comparando sete diferentes 
métodos para extração do RNA do vírus da imunodeficiência humana (HIV). Os métodos foram: 
High Pure Viral (Boehringer), RNA kit (Mannheim), RNA Insta-Pure LS (Eurogentec), PANext 
RNA Extraction Kit I (NTL/PAN systems), QIAamp
®
 Viral RNA Mini Kit, técnica de 
Chomczynski-Sacchi, extração descrito por Boom e colaboradores em 1990 (29) e extração 
descrita por Mathy e colaboradores (1996) (57). O Estudo recomendou o kit da Qiagen como o 
método mais rápido, sensível e de preço acessível para extração do RNA de grande número de 
amostra. 
Verhofstede e colaboradores em 1996 (27) compararam oito métodos para extração do 
RNA do HIV: TRIzol
®
, técnica de Boom e colaboradores (29), RNeasy (Qiagen), NASBA 
(Organon Teknika), Isoquick (Microprobe), técnica de Chomcyzsnki-Sacchi (25), RNAID (Bio-
101) e Ultraspec (Biotex). Segundo o estudo, a técnica de Chomczynski-Sacchi foi o método que 
apresentou melhores resultados após análise por RT-PCR, com maior sensibilidade e 
reprodutividade. Os autores lembram, no entanto, que esse método é demorado, pouco vantajoso 
quando existem muitas amostras a serem analisadas e fácil de passar por erros de contaminação, 
mistura de amostras e manipulação. Para laboratórios de ampla escala, o estudo recomendou o 
uso do TRIzol
®
, que consegue extrair o RNA com bons resultados em apenas 2 horas e com 
menor trabalho. 
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Fanson e colaboradores (2000) (47) compararam a extração do RNA de vírus causadores 
de hepatites por um método orgânico e pelo QIAamp
®
 Viral RNA Mini Kit. Nesse trabalho, o kit 
comercial apresentou uma sensibilidade aproximadamente dez vezes menor que a extração 
orgânica, apesar de ser finalizado em um tempo consideravelmente menor. Assim, os autores 
recomendam que: quando a sensibilidade é indispensável para análises futuras, a extração 
orgânica é a melhor escolha e caso um processo menos trabalhoso e demorado seja a prioridade, 
o kit baseado em colunas de sílica é o método mais indicado (47).  
Inúmeros outros trabalhos científicos comparam diferentes técnicas para extração do 
RNA viral e apresentam conclusões variadas, ora indicando um método, ora indicando outro. 
Essa situação ocorre, pois há muitas variáveis envolvidas no sucesso ou não de alguma técnica. 
Um exemplo de variável que influencia nas conclusões dos trabalhos é a época específica em que 
os vírus estão presentes nas amostras. Uma técnica de extração somente terá sucesso caso a coleta 
da amostra seja feita no período adequado. O DENV, por exemplo, permanece na circulação 
sanguínea até o sexto dia de sintomas da dengue, após esse tempo a quantidade de vírus na 
circulação é tão pequena que a extração não é mais possível e o método de diagnóstico passa a 
ser a sorologia, para detecção de anticorpos contra o DENV. Assim, trabalhos que não coletaram 
as amostras no período certo podem ter cometido erros em suas conclusões. A comparação de 
métodos usando quantidades iniciais diferentes de amostra também pode levar a conclusões 
equivocadas como relatado por de Paula e colaboradores, que afirmaram que a quantidade inicial 
da amostra pode influenciar no resultado das análises moleculares, através da presença relativa de 
inibidores da PCR (12). Um terceiro exemplo importante de variável é a ocorrência de erros de 
manipulação durante o processo de extração, os quais podem levar a resultados falsos negativos, 
como já descrito anteriormente nesse capítulo, por degradação do RNA por RNAses, por 
pipetagem errada  e etc. 
De modo geral, com o auxílio dos variados trabalhos mostrando as vantagens e 
desvantagens de cada método disponível para extração do RNA viral, cada laboratório deve 
escolher dentre os métodos e protocolos o que mais atende às suas necessidades. 
 
Possibilidades terapêuticas e/ou industriais 
Qualquer técnica molecular para detecção de vírus com genoma de RNA, como o DENV, 
é iniciada, como já dito, pela etapa da transcrição reversa, onde uma enzima chamada 
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transcriptase reversa produz uma molécula de DNA usando o RNA viral como molde. Essa 
enzima atua como uma DNA polimerase dependente de RNA, ou seja, uma enzima que é capaz 
de realizar um processo contrário à transcrição comum às células, onde uma RNA polimerase 
DNA dependente produz uma molécula de RNA a partir de uma molécula de DNA. O isolamento 
da transcriptase reversa de um retrovírus (vírus com genoma de RNA e que utiliza a transcriptase 
reversa para a replicação do seu material genético), como o vírus da mieloblastose aviária (vírus 
AMV) ou o vírus da leucemia murina de Moloney (vírus MMLV), permitiu que a transcrição 
reversa fosse feita in vitro, em uma etapa anterior à PCR, a qual, então, amplifica o DNA. 
Inicialmente, em um tubo de polipropileno mistura-se o RNA extraído, um seguimento pequeno 
de ácido nucleico chamado primer que irá servir como iniciador para a enzima sintetizar o 
fragmento de interesse e água ultrapura. A solução é incubada a 75 ⁰C para que o RNA seja 
aberto, ou seja, desenrolado e, portanto, esteja disponível para servir como molde para a síntese 
do DNA. Posteriormente adiciona-se ao tubo um tampão adequado para a atividade enzimática, a 
transcriptase reversa, didesoxinucleotídeos (dNTPs) e água ultrapura, se necessário. A solução é 
então incubada a uma temperatura ideal para a atividade enzimática, para a síntese do DNA e, 
posteriormente, a uma temperatura elevada, para que a enzima seja inativada e pare a síntese. A 
molécula de DNA de fita simples produzida in vitro pela transcrição reversa chama-se cDNA, o 
qual, amplificado, pode ser usado nas inúmeras técnicas moleculares. 
O diagnóstico das doenças transmitidas por vírus foi revolucionado pelo desenvolvimento 
das técnicas moleculares de detecção viral, principalmente as variadas formas de uso da PCR. 
Com sua sensibilidade, agilidade e facilidade na detecção de sequências genômicas virais, as 
técnicas moleculares têm hoje uma grande aplicação nos ramos clínico e científico. Uma grande 
mudança da PCR convencional foi a invenção da chamada PCR em tempo real, que como já dito, 
melhorou a contribuição da PCR ao diagnóstico viral, no sentido de ter maior sensibilidade, 
maior capacidade de amplificação genômica e ainda potencial de quantificar, além de qualificar, 
a sequência amplificada. Na qRT-PCR em tempo real, as sequências virais são além de 
detectadas, quantificadas a cada ciclo de amplificação por contínua determinação de um sinal de 
fluorescência que é diretamente proporcional à quantidade de DNA presente após cada ciclo da 
PCR.  
A sensibilidade de muitas técnicas moleculares é grande o suficiente para conseguir 
detectar o vírus em amostras com até menos de 10 cópias virais, caso a amostra seja coletada na 
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época certa, armazenada corretamente e o método de extração seja eficiente (36, 58). Essa 
vantagem é importante na detecção dos vírus em formas assintomáticas e em pacientes 
submetidos a terapias, situações nas quais, possivelmente, a carga viral no paciente está baixa. 
Em determinadas análises, uma única reação da PCR, de 25 a 40 ciclos, é capaz de 
detectar o vírus, porém em várias ocasiões a sensibilidade na detecção precisa ser maior. Nesses 
casos, são feitas outras técnicas moleculares além da PCR convencional, para que ciclos 
adicionais de amplificação possam aumentar em até 100 vezes a sensibilidade da detecção do 
vírus (36). 
A PCR e suas variações têm grande importância não só no diagnóstico da dengue, mas 
também na vigilância epidemiológica e em estudos de eficácia de vacinas testes e de drogas 
antivirais. Muitos protocolos da PCR são chamados de PCR Multiplex, pois possuem uma 
combinação de iniciadores para a DNA polimerase que permite detectar a presença dos quatro 
vírus da dengue de uma só vez, em um só tubo de ensaio. Com a PCR, amostras estocadas por 
longos períodos podem ter o vírus detectado e os sorotipos virais circulantes em um determinado 
momento de local podem ser identificados. Os protocolos da RT-PCR em tempo real permitem 
além de todas essas aplicações da PCR convencional, medir a carga viral de uma amostra. Assim, 
permite a obtenção de informações da dinâmica de uma infecção, da interação do homem com o 
vírus e da resposta de algum antiviral, o que é importante no prognóstico de um paciente, 
servindo como um guia do sucesso da terapia (9, 10, 59). 
Além dessas técnicas importantes no diagnóstico, um método molecular pós-PCR, 
denominado sequenciamento nucleotídico, tem importante participação nos estudos virais. O 
sequenciamento de nucleotídeos dos produtos da PCR permite estudar a variabilidade genética 
das cepas virais, identificar a rota de origem de uma epidemia, determinar marcadores de 
virulência e fornece dados para que medicamentos possam acompanhar a alta frequência de 
mutação viral sem perder sua eficácia. Com as sequências virais estabelecidas por 
sequenciamento, também podem ser feitos estudos filogenéticos, que determinam a relação 
evolutiva entre organismos por meio de seus dados moleculares. Esses estudos podem classificar 
os quatro sorotipos do DENV em subtipos e genótipos virais, facilitando a caracterização do 
vírus circulante em uma epidemia (1). 
 
Técnica passo-a-passo 
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Método de extração por tiocianato ácido de guanidina-fenol-clorofórmio desenvolvido 
por Chomczynski e Sacchi (1987) (25), com modificações. 
Chomczynski e Sacchi (25) desenvolveram o protocolo para extração de RNA a partir de 
células cultivadas ou tecidos e, com modificações, essa técnica pôde ser aperfeiçoada para 
extração de RNA do DENV a partir de plasma humano. A técnica desenvolvida para a extração 
do RNA do DENV a partir de plasma humano será descrita abaixo e ilustrada na Figura 6. 
As soluções usadas no protocolo são: 1) solução desnaturante ou solução D (tiocianato de 
guanidina 4 M; citrato de sódio 25 mM,  pH 7,0; sarcosil líquido 0,5 % e água deionizada). Para 
o preparo da solução estoque, os reagentes são dissolvidos por 10 min a 37 ⁰C. A solução deve 
ser congelada ou usada em até três meses se mantida em temperatura ambiente; 2) β-met 0,1 M. 
Antes do uso da solução D no protocolo de extração, essa deve ser misturada com o β-met; 3) 
fenol saturado com água (20 mililitros (ml) de fenol de alto grau de pureza e 20 ml de água 
destilada). O fenol deve ser descongelado a 60⁰C e então adicionado à água e a solução é 
misturada por vortex. A solução é centrifugada a 600 x g por 10 min e posteriormente a parte 
aquosa é removida. O fenol saturado com água pode ser estocado por 30 dias a 4⁰C; 4) acetato de 
sódio 2 M pH 4,0 (acetato de sódio triidratado e água destilada). O acetato deve ser dissolvido na 
água e o pH ajustado com uso de ácido acético glacial; 5) clorofórmio; 6) álcool isoamílico; 7) 
isopropanol; 8) solução de glicogênio  e 9) etanol 70 %. 
Inicialmente, uma alíquota de 900 µl de plasma é dividida igualmente em 3 tubos de 
polipropileno de 1,5 ml de capacidade (300 µl de plasma em cada tubo). A solução D é 
descongelada a 37 ⁰C e o β-met é adicionado à quantidade de solução D que será usada, na 
concentração de 0,1 M. Estando a solução preparada, 300 µl de solução D (com o β-met) são 
adicionados aos tubos com o plasma e a mistura é homogeneizada. O próximo passo é o preparo 
da solução de clorofórmio/álcool isoamílico na proporção 49:1. Aos tubos são então adicionados: 
600 µl de fenol saturado com água; 60 µl de acetato de sódio e 120 µl de clorofórmio/álcool 
isoamílico. A mistura é homogeneizada em vortex por 10 segundos (s) e incubada a -20 ⁰C por 
15 min. Após esse tempo, os tubos são centrifugados a 13.150 x g por 15 min para a formação 
das três fases: a fase orgânica inferior, a fase aquosa superior e a fase esbranquiçada 
intermediária. A fase aquosa (aproximadamente 600 µl) é transferida cuidadosamente para outros 
três tubos de polipropileno com capacidade de 1,5 ml e a eles é adicionado igual volume de 
isopropanol, ou seja, se em cada tubo forem adicionados 600 µl de fase aquosa, também serão 
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adicionados 600 µl de isopropanol a cada tubo. Uma quantidade de 2,0 µl de solução de 
glicogênio pode ser acrescentada para facilitar a visualização do pellet de RNA que será formado 
no próximo passo. Para a precipitação do RNA, os tubos são incubados a -20 ⁰C por 16 horas e 
posteriormente centrifugados a 13.150 x g por 15 min. Após a centrifugação, o sobrenadante é 
descartado e o pellet com o RNA estará formado e, se visível, terá aspecto esbranquiçado. Para 
hidratação do RNA é adicionado 1,0 ml de etanol 70 % aos tubos, os quais são centrifugados a 
13.150 x g por 2 min. Esse etanol é então cuidadosamente descartado por completo e os tubos são 
virados com a abertura para baixo para secarem completamente à temperatura ambiente 
(aproximadamente 20 min). Estando os tubos secos, o RNA pode ser dissolvido: o pellet de um 
dos tubos é dissolvido em 30 µl de água livre de RNAses e posteriormente o pellet dos outros 
dois tubos são dissolvidos com essa mesma água para concentrar o RNA dos três tubos em um 
só. Esse RNA extraído deve ser usado imediatamente nas análises moleculares ou armazenado a -
80 ⁰C para não ser degradado. Caso as análises moleculares não possam ser realizadas todas ao 
mesmo dia, uma opção é sintetizar o cDNA a partir do RNA extraído por transcrição reversa e 
então armazenar esse cDNA, que por ser estável, pode ficar a 4 ⁰C sem ser degradado. 
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Figura 6. Etapas da extração orgânica do RNA do vírus da dengue. 
 
Conclusões 
Devido à falta de uma vacina eficaz e às dificuldades na erradicação do mosquito vetor, as 
opções para prevenção e controle das epidemias de dengue são limitadas. Assim, o rápido e 
eficiente diagnóstico molecular da dengue e a epidemiologia molecular viral são indispensáveis. 
Um diagnóstico precoce é importante para o início adequado do tratamento e acompanhamento 
dos pacientes. Estudos da genética viral são imprescindíveis para o desenvolvimento de vacinas e 
terapias, e para o conhecimento geral do vírus. Os estudos de vigilância epidemiológica e 
monitoramento viral são fundamentais para o conhecimento das epidemias, da circulação dos 
sorotipos e subtipos e, consequentemente, para a implementação de medidas de controle da 
infecção. Todas essas análises moleculares iniciam-se pela etapa crucial comentada neste 
capítulo, a extração do material genético viral. Assim, pode-se ver a importância do estudo 
detalhado dos métodos aplicados na extração do RNA, da comparação entre eles, do modo como 
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solucionar os problemas envolvidos no processo de extração, das necessidades especiais 
envolvidas na manipulação de RNA e por fim, da disponibilização de dados suficientes para que 
laboratórios clínicos e de pesquisa possam escolher o método mais adequado em suas extrações. 
 
Perspectivas futuras 
O rápido crescimento do número de publicações sobre análises moleculares tanto 
qualitativas como quantitativas demonstra o aumento da importância dessas análises nas áreas 
científica e clínica. Uma vez que a biologia molecular evoluiu e contribuiu de maneira importante 
para a pesquisa viral e para o diagnóstico das viroses, há um aumento da consciência sobre a 
necessidade da garantia da qualidade das análises moleculares. A natureza da PCR apresenta 
várias limitações difíceis de controlar, particularmente em virologia, onde a heterogeneidade do 
genoma viral, além da variedade de amostras, pode levar a desempenhos inadequados das 
análises. Assim, é clara a necessidade não só na garantia da qualidade, mas também do 
estabelecimento de processos moleculares totalmente automatizados, para reduzir o tempo de 
análise e, principalmente, os erros por variação de manipulador ou laboratório. Essas 
necessidades deverão levar a um aumento de estudos para melhorar a compreensão do que 
envolve as tecnologias moleculares e explorar ainda mais essas ferramentas a favor do controle 
das infecções virais. 
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Lista de abreviaturas  
AMV - Vírus da Mieloblastose Aviária (do inglês: Avian Myoloblastosis Virus) 
cDNA - Ácido Desoxirribonucleico Complementar (do inglês: Complementary 
Desoxiribonucleic Acid) 
DENV - Vírus da Dengue 
DENV-1 - Vírus da Dengue tipo 1 
DENV-2 - Vírus da Dengue tipo 2 
DENV-3 - Vírus da Dengue tipo 3 
DENV-4 - Vírus da Dengue tipo 4  
DEPC - Dietilpirocarbonato  
DNA - Ácido Desoxirribonucleico (do inglês: Desoxiribonucleic Acid) 
dNTP - Didesoxinucleotídeos 
HIV - Vírus da Imunodeficiência Humana (do inglês: Human Immunodeficiency Virus) 
MMLV - Vírus da Leucemia Murina de Monoley (do inglês: Monoley Murine Leukemia Virus) 
PCR - Reação em Cadeia da Polimerase (do inglês:Reaction Chain Polymerase) 
PEGF - Eletroforese de Campo Pulsado (do inglês: Pulsed Field Gel Electrophoresis) 
qRT-PCR - Transcrição Reversa seguida da Reação em Cadeia da Polimerase Quantitativa (do 
inglês: Quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) 
RFLP - Polimofismos de Comprimento de Fragmento de Restrição (do inglês: Restriction 
Fragment Length Polymorphism) 
RNA - Ácido Ribonucleico (do inglês: Ribonucleic Acid) 
RNAses - Ribonucleases 
RPM - Rotação Por Minuto 
RT-PCR - Transcrição Reversa seguida da Reação em Cadeia da Polimerase (do inglês: Reverse 
Transcription-Polymerase Chain Reaction). 
β-met - β-mercaptoetanol 
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